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INTRODUCCIÓN GENERAL: 
 
Historia del cultivo del mejillón: 
El término acuicultura hace referencia a todas aquellas actividades cuyo 
objetivo es el desarrollo, crecimiento, comercialización y, en último término, la 
producción de organismos acuáticos, ya sean de aguas dulces, salobres o saladas 
(Barnabé, 1991). Este proceso implica el control de todas las etapas del desarrollo, 
desde los primeros estadíos hasta el adulto, facilitando a los organismos cultivados 
todos los medios necesarios para su crecimiento y engorde. El cultivo de algas, 
crustáceos, peces y moluscos constituyen los grandes grupos de interés acuícola.  
La idea de “cultivar el mar” no es nueva. En Hawai se descubrieron restos 
de estanques que fueron utilizados para la estabulación y mantenimiento de 
animales acuáticos cuya fecha de datación es prehistórica. Ya en el año 1.400 a.C. 
se conoce que existían leyes para proteger a los piscicultores de los ladrones 
furtivos en la región Indo-Pacífica (Iversen, 1976). El primer tratado sobre 
acuicultura se remonta al año 475 a.C. cuando Fan-Li, en China, escribe el libro 
“Cría de peces” donde se recogen las indicaciones necesarias para el cultivo de la 
carpa común, Ciprinus carpio, en la provincia de Kiangsu, en la parte oriental del 
país (Milne, 1972). En la época antigua, concretamente en el siglo IV a.C., 
Aristóteles menciona el cultivo de ostras en Grecia, mientras que Plinio da detalles 
del mismo en Roma. En Galicia existen registros para poder asegurar que el 
consumo de moluscos bivalvos se remonta también al siglo IV a.C. ya que han 
aparecido restos de conchas de ostras, mejillones y almejas, en depósitos 
denominados “concheiros” en los alrededores de lo que en su día fueron 
asentamientos humanos (Vázquez, 1975a; Vázquez, 1975b; Figueras, 2007).  
Hasta principios del siglo XIX, la única forma de miticultura (cultivo del 
mejillón) conocida en Europa se daba en Francia donde se llevaban a cabo 
“cultivos en empalizadas” o “bouchots” (palabra de origen celta que proviene de 
bou = empalizada y choat = madera). Según cuenta la leyenda este cultivo se 
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Figura 1. Porcentaje de bateas con respecto 
al total, situadas en la costa occidental de 
Galicia. 
empezó a llevar a cabo tras el naufragio de un navío en la bahía francesa de 
l’Aiguillon. Patrick Walton, el único superviviente en la travesía, construyó una red 
con el fin de atrapar pájaros que le sirviesen de subsistencia. Esta red, conocida 
como allouret, la sujetaba en la zona intermareal con unas estacas de madera. Al 
poco tiempo descubrió que en esas redes comenzaban a fijarse mejillones, los 
cuales poseían un tamaño mayor 
que el convencional y pensó en 
utilizar este sistema como una 
nueva técnica para el cultivo de 
estos organismos. Esta metodología 
se hizo extensiva y ampliamente 
utilizada hasta que, hacia 1860 en 
Holanda, se comenzó un nuevo 
sistema conocido como “cultivo en 
parque”, donde las semillas se fijan 
en el fondo hasta que alcanzan una 
talla comercial. Sin embargo esta 
nueva técnica no se extendió 
demasiado. En el año 1846, se inició 
en España el “cultivo en 
suspensión”, a pesar de que no 
cobró realmente importancia hasta un siglo después (Barnabé, 1991). En este 
método se emplean balsas flotantes o bateas donde cuelgan cuerdas en las que se 
fijan los juveniles y permanecen adheridos hasta que obtienen su talla comercial 
(Figueras y Cáceres, 2007).  
Galicia posee un total de 1.309 km. de costa que se caracteriza por poseer 
una serie de valles sumergidos que forman parte de un cauce fluvial y reciben el 
nombre de rías. El movimiento que se produce entre las capas superficiales y 
profundas de agua, los afloramientos del agua central nor-atlántica (ACNA) y el 
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arrastre de nutrientes en las épocas de lluvia, hacen que el enriquecimiento de las 
aguas sea el necesario para favorecer el desarrollo de fitoplancton. Todas estas 
características, convierten a las costas gallegas en el escenario perfecto para el 
cultivo del mejillón, siendo la costa de la vertiente Atlántica la de mayor 
producc
 sólo superada por 
China, con una producción media anual de 600.000 toneladas.  
Figura 2.  Producción media anual de mejillón en Galicia en los últimos diez años, según 
datos de la FAO. Los últimos datos disponibles corresponden al año 2005. 
 
ión, albergando casi al 100% de la población total de bateas (Figura 1).  
Hoy en día el cultivo de moluscos bivalvos supone una de las mayores 
producciones de la acuicultura en Europa. Según datos de la Food and Agriculture 
Organization of the United Nations (FAO) se producen anualmente 1.500.000 
toneladas de mejillón en todo el mundo y el 48% de esta cifra es producido por 
países pertenecientes a la Unión Europea (UE). La producción media de mejillón 
en Galicia (fundamentalmente las especies Mytilus galloprovincialis y Mytilus 
edulis) se ha mantenido en los últimos años en valores que oscilan entre las 
150.000 y las 300.000 toneladas (Figura 2), situando a la industria mejillonera 
gallega como la segunda potencia a nivel mundial, siendo tan
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Organismos patógenos: 
 La elevada producción de moluscos bivalvos a nivel mundial, se ha 
relacionado con brotes de enfermedades infecciosas de distintos grados de 
severidad que, en algunos casos, han cursado con mortalidades. Las diversas 
epizootias descritas se han ligado a agentes etiológicos de distinta naturaleza entre 
los que destacan virus, organismos procariotas como bacterias y hongos, protozoos 
y metazoos parásitos. Debido a la existencia de estas enfermedades y a la elevada 
repercusión económica que supondría la manifestación de las mismas, la Comisión 
Europea (CE) ha desarrollado una serie de normas para proteger a los países 
miembros de la transmisión de agentes patógenos mientras se produce el 
movimiento de stocks. En la lista II del anexo A de la directiva 91/67/CE de 28 de 
Enero de 1991, se recogen las enfermedades de declaración obligatoria para 
moluscos. A partir de Agosto de 2008 entra en vigor una nueva directiva 
comunitaria (2006/88/CE, de 24 de Octubre de 2006) que mantiene como 
organismos de declaración obligatoria en la UE a Bonamia ostreae y a Marteilia 
refringens. Además de éstas, existen una serie de enfermedades que también deben 
de ser declaradas y se consideran como exóticas para la UE por no haber existido 
previamente en el país donde se manifiestan. La lista mostrada en la Tabla 1 recoge 
ambos tipos de enfermedades.  
 
Tabla 1. Enfermedades de declaración obligatoria, presentes y exóticas en la UE según 
directiva 2006/88/CE. 
 
Enfermedad Microorganismo Presentes en la UE Exóticas para la UE 
Bonamia ostreae      Sí No 
Bonamiosis 
Bonamia exitiosa No Sí 
Marteliosis Marteilia refringens   Sí No 
Microcitosis Microcytos mackini No Sí 
Perkinsosis Perkinsus marinus No Sí 
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A pesar de que se ha detectado la presencia de microorganismos de diversa 
etiología en mejillón (Mytilus sp.) (Tabla 2), entre ellos uno de declaración 
obligatoria como es Marteilia refringens (Villalba et al., 1993), no se han 
encontrado mortalidades asociadas a patógenos que hayan mermado la población 
como ha ocurrido con otros bivalvos. Diferentes especies de ostra como 
Crassostrea angulata, Crassostrea virginica o Crassostrea gigas han sido 
susceptibles tanto a infecciones virales (Marteil, 1969; Comps y Duthoit, 1979; 
Farley et al., 1972) como bacterianas (Comps y Deltreil, 1979; Harsgbarger et al., 
1977; Comps y Bonami, 1977). Asimismo, la vieira también se mostró susceptible 
a infecciones bacterianas (Lodeiros et al., 1987; Freites et al., 1993; Nicolas et al., 
1996; Lambert et al., 1998) lo que provocó importantes mortalidades en ambas 
especies en diferentes partes del mundo tanto en juveniles como en adultos. La 
carencia de mortalidades asociadas a patógenos detectadas en Mytilus 
galloprovincialis, a diferencia de otras especies de bivalvos, sugiere que el mejillón 
del Mediterráneo, debe de poseer algún mecanismo que le permita mostrarse más 
resistente a los patógenos. Los mecanismos de defensa de estos organismos deben 
de ser lo suficientemente potentes como para evitar que los microorganismos 
invasores acaben causando mortalidades masivas en la población.  
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Tabla 2.  Microorganismos asociados a patología detectados en distintas especies de 
mejillón. 
 
Etiología Familia Especie susceptible Referencia 
Retroviridiae Mytilus trossulus Nöel, 1991. 
Mytilus edulis Rasmussen 1986a, 1986b. Virus 
Picornaviridae 
Mytilus sp. Elston et al., 1992. 
Mytilus galloprovincialis Comps y Tigé, 1999. 
Mytilus edulis Yevich y Barszcz, 1980. Rickettsia 
Mytilus californianus Yevich y Barszcz, 1980. 
Cajaraville y Angulo, 1991. 
Mytilus galloprovincialis 
Robledo et al., 1993, 1994. 
Mytilus edulis Yevich y Barszcz, 1980. 
Bacteria 
Chlamydias 
Mytilus californianus Yevich y Barszcz, 1980. 
Protozoo Marteilia Mytilus galloprovincialis Villalba et al., 1993 
Mytilus galloprovincialis Metazoo Mytilicola 
Mytilus edulis 
Lauckner, 1983 
 
 
SISTEMA INMUNE: 
 
La palabra inmunidad procede del término latino immunitas que 
literalmente significa “eximir” y hace referencia a la protección legal frente a una 
acusación que poseían los senadores romanos durante su mandato. 
Tradicionalmente esta palabra se aplicó para denotar protección contra 
enfermedades, concretamente contra enfermedades infecciosas. Posteriormente se 
comprobó que incluso sustancias no infecciosas eran capaces de desencadenar una 
respuesta, por lo que se decidió ampliar el significado de la palabra. Actualmente 
se define inmunidad como una reacción frente a sustancias exógenas ya sean vivas 
o inertes, entre las que se incluyen tanto microorganismos y macromoléculas como 
proteínas o lipopolisacáridos (Abbas y Lichtman, 2000).  
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Inmunidad innata y adquirida: 
La respuesta inmune puede dividirse en una respuesta temprana que ocurre 
a las horas del contacto con el patógeno y una respuesta más tardía que se mide en 
término de días. La primera de ellas constituye la inmunidad innata o natural que 
Medzhitov definió como el sistema de vigilancia que detecta la presencia y 
naturaleza de la infección y constituye la primera línea de defensa del hospedador 
contra un agente patógeno (Medzhitov, 2001). Las barreras físico-químicas, las 
proteínas presentes en el suero y las células con actividad fagocítica forman el 
conjunto de componentes de la inmunidad innata. Estos componentes ya están 
presentes antes del contacto con el patógeno y no aumentan tras la exposición al 
mismo. Además, la inmunidad innata no tiene la capacidad de discriminar entre 
distintos agentes extraños aunque sí es capaz de reconocer estructuras patrón 
asociadas a patógenos conocidas como Patrones Moleculares Asociados a 
Patógenos (PAMPs) (Medzhitov y Janeway, 1997) que están presentes en la 
superficie de diferentes microorganismos. La carencia de especificidad en el 
reconocimiento, hace que la respuesta sea exactamente igual cada vez que ocurre el 
contacto con la partícula no propia.  
La inmunidad adaptativa o adquirida, al contrario que la anterior, se 
estimula tras el contacto con un determinado agente extraño. Esta respuesta se 
incrementa en magnitud tras cada exposición y una de sus características 
fundamentales es la capacidad de discriminar entre distintos agentes aunque sean 
prácticamente iguales. Esta especificidad va asociada a la capacidad de recordar y 
por lo tanto el segundo contacto con el mismo antígeno produce una respuesta más 
fuerte y más rápida. Esto es lo que se conoce como memoria inmunológica en 
donde los anticuerpos tienen un papel relevante.  
Los mecanismos fundamentales de la respuesta adaptativa están mediados 
por dos tipos de células: los linfocitos B y los linfocitos T (Figura 3). El sistema 
inmune innato es evolutivamente más primitivo que el adaptativo. Este último se 
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ha generado hace 400 millones de años y aparece por primera vez en peces 
cartilaginosos (Thompson, 1995). 
 
Inmunidad innata Inmunidad adquirida
Barreras físico- químicas
Células fagocíticas
Proteínas del suero
 
Figura 3. Representación de los componentes del sistema inmune innato y adaptativo. 
 
 
Así como los mecanismos que intervienen en la inmunidad innata están 
presentes en todos los organismos multicelulares, las células y moléculas 
implicadas en la respuesta adaptativa tan sólo se encuentran en los organismos 
vertebrados. Las células encargadas de mediar la respuesta inmune en 
invertebrados reciben diferente nomenclatura en función del organismo objeto del 
estudio. En acelomados se denominan amebocitos, en anélidos colomocitos o 
celomocitos, en tunicados leucocitos y en crustáceos y moluscos hemocitos.  
 
 
 
Y
YY
Y YY
Linfocitos B
Linfocitos T
HORAS DÍAS
Y
Y Y
YY Y Y
Y Y
YY
Y Y
Y Y
Y YY Y
Y
Y Y
Y Y
Y
 30
                                                                                                                 Introducción general 
Inmunidad celular y humoral: 
El sistema inmune innato en todos los animales comprende elementos de 
defensa humorales y celulares que interaccionan entre sí para proteger al 
organismo de posibles patógenos. En el mejillón, los mecanismos de defensa 
humorales se llevan a cabo por proteínas que se encuentran disueltas en la 
hemolinfa mientras que el componente de la inmunidad celular está mediado por 
células sanguíneas o hemocitos (Feng, 1988). 
 
El hemocito: 
 El término hemocito fue acuñado por Farley (1968) para designar a las 
células sanguíneas de los moluscos bivalvos. El sistema circulatorio de estos 
organismos es un sistema abierto por lo que se considera que la hemolinfa debe de 
tener una composición homogénea donde los hemocitos están repartidos a través de 
ella. Los hemocitos pueden estar implicados en una amplia variedad de procesos 
fisiológicos, como pueden ser los mecanismos de digestión o de excreción (Narain, 
1973), de transporte y procesos de reparación de la concha (Cheng, 1981; 1984; 
Mount et al., 2004). Sin embargo, la función principal de estas células es la defensa 
contra agentes patógenos (Bayne et al., 1980; Feng, 1988; Auffret, 1988; 
Cajaraville y Pal, 1995).  
 
 y Clasificación de los hemocitos: 
 Inicialmente, la clasificación de los hemocitos se basó en la naturaleza de 
los orgánulos citoplasmáticos que poseían (Feng et al., 1971), en la afinidad por las 
tinciones, en la morfología nuclear (Feng et al., 1977) o bien en la función celular 
(Moore y Lowe, 1977). Sin embargo, la diferenciación entre unas células y otras no 
fue demasiado concluyente. La utilización de técnicas de microscopía electrónica 
permitió clarificar la categorización de estas células, aunque esta clasificación se 
siguió realizando acorde a características funcionales. Aplicando estos nuevos 
criterios se clasificaron los hemocitos en dos tipos celulares: los hialinocitos y los 
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granulocitos (Cheng, 1981). Los primeros poseen un citoplasma claro y 
prácticamente carente de gránulos, mientras que los segundos poseen granulaciones 
citoplasmáticas que pueden variar de escasas a muy abundantes. Este último tipo 
celular tiene la capacidad de emitir pseudópodos y suele tener una mayor capacidad 
fagocítica, así como un mayor tamaño que los primeros. Los granulocitos se 
pueden dividir a su vez en basófilos y eosinófilos en función de su afinidad por la 
tinción (Moore y Lowe, 1977; Rasmussen et al., 1985). Tan sólo las células 
basófilas parecen poseer enzimas lisosomales (Bayne et al., 1979). Los 
hialinocitos, suelen ser células más redondeadas y con una proporción en el tamaño 
núcleo: citoplasma relativamente alta (Fisher 1986; Feng, 1988). Algunos autores 
afirman que ambos tipos proceden de la misma línea celular aunque en diferente 
grado de diferenciación. Otros sin embargo afirman que se trata de dos linajes 
completamente diferentes (Adema et al., 1991). En la bibliografía existen varias 
referencias acerca de la posible ontogenia de los hemocitos (Moore y Lowe, 1977; 
Mix, 1976; Cheng, 1981) e incluso se han detectado células leucémicas en el tejido 
conectivo (Smolowitz et al., 1989) lo que ha permitido hipotetizar que éste podría 
ser el órgano implicado en la hematopoyesis. Sin embargo, el alto grado de 
divisiones mitóticas descrito por Smolowitz (1989) no se ha encontrado en células 
no leucémicas, por lo que todavía no se ha elucidado esta cuestión. Hasta los 
últimos años, la separación e identificación de los distintos tipos celulares se ha 
llevado a cabo mediante técnicas bioquímicas basadas en la utilización de 
gradientes de densidad (Bachère et al., 1988; Cheng et al., 1980; Friebel y 
Renwratz, 1995; Xue et al., 2000), o bien mediante técnicas inmunológicas 
empleando anticuerpos monoclonales (Dyrynda et al., 1997). Sin embargo, con las 
nuevas técnicas de citometría de flujo utilizadas en la actualidad, se han 
identificado subpoblaciones hemocitarias en diferentes especies de bivalvos, así 
como posibles células intermediarias, que facilitarán el estudio de la ontogénesis de 
los hemocitos (Xue et al., 2001; Allam et al., 2002; Goedken y De Guise, 2004; Tu 
et al., 2007; García-García et al., 2008).  
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y Funciones inmunes de los hemocitos: 
 
1) Respuesta inflamatoria:  
En el proceso inflamatorio intervienen tanto componentes humorales como 
celulares. Este mecanismo se define como el reclutamiento hemocitario y la 
extravasación de proteínas plasmáticas hacia el lugar de la infección (Abbas y 
Lichtman, 2000). La respuesta inflamatoria empieza tras una lesión tisular que en 
ocasiones se encuentra acompañada de la entrada de un agente extraño cuya 
naturaleza puede ser diversa (biológica, física o química). Este proceso puede 
terminar con la destrucción del tejido dañado, el aislamiento del organismo invasor 
o la completa reparación del tejido (Feng, 1988).  
Las primeras barreras que deben de atravesar los patógenos para acceder al 
interior de un organismo, son las físico-químicas. En el caso de los moluscos 
bivalvos estas barreras se encuentran formadas por la concha y por el mucus que 
posee enzimas con actividad bactericida (Glinski y Jarros, 1997; Ratcliffe et al., 
1985). Una vez superadas las barreras físico-químicas, son los componentes 
celulares y humorales los que participan en la eliminación del agente exógeno. Los 
hemocitos juegan un papel protagonista en la reparación tisular que se lleva a cabo, 
según algunos autores, siguiendo seis etapas (Des Voigne y Sparks, 1968; 1969; 
Ruddell, 1971). La primera de ellas consiste en una migración de los hemocitos 
hasta el lugar de la herida (Fisher, 1986; Lauckner, 1983). En la segunda se lleva a 
cabo la formación de un tapón tras la agregación hemocitaria; en la tercera de las 
etapas se reemplaza el tejido dañado mediante el traslado de los hemocitos desde el 
interior de la lesión hacia el sitio de la herida; en cuarto lugar se produce una 
deposición de colágeno por parte de los fibroblastos (Ruddell, 1971), en quinto 
lugar se eliminan los restos celulares mediante la acción fagocítica de los 
granulocitos y ya finalmente, en una sexta etapa se reestructura la arquitectura 
tisular (Ratcliffe et al., 1985; Fisher, 1986; Sparks y Morado, 1988).  
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2) Fagocitosis: 
El término fagocitosis fue definido por primera vez por Metchnikoff (1891) 
como un mecanismo por el cual las células tienen la capacidad de absorber 
partículas alimenticias. Los organismos unicelulares más primitivos utilizan este 
sistema como método de ingestión de nutrientes y también está presente en 
procesos inflamatorios en vertebrados superiores. Se puede afirmar, por lo tanto, 
que la fagocitosis es un proceso conservado a lo largo de la evolución que se da de 
manera universal en todo el reino animal desde protozoos hasta animales 
superiores (Feng, 1988). En moluscos bivalvos, la fagocitosis se ha detectado en 
diferentes especies como la vieira europea, Pecten maximus, (Mortensen y Glette, 
1996), la almeja fina y americana, Ruditapes decussatus y Mercenaria mercenaria 
(López et al., 1997; Tripp 1992a) y también en el mejillón del Mediterráneo, 
Mytilus galloprovincialis (Carballal et al., 1997). Este proceso puede dividirse en 
cinco etapas que consisten en el reconocimiento de la partícula no propia, adhesión, 
ingestión, destrucción y eliminación. Las dos primeras se pueden dar por el 
encuentro al azar entre la célula fagocítica y la partícula extraña o bien activamente 
mediante quimiotaxis. Los mecanismos por los cuales los hemocitos se ven 
atraídos hacia partículas no propias parecen estar mediados por pequeñas 
moléculas de naturaleza peptídica liberadas por los organismos patógenos o bien 
por componentes de la pared celular (Howland y Cheng, 1982; Fawcett y Tripp, 
1994). El reconocimiento de las partículas extrañas se produce a través de la 
interacción entre el hemocito (probablemente receptores celulares) y diversos 
PAMPs (Fawcett y Tripp, 1994; Feng, 1988). Los procesos de adhesión 
constituyen la siguiente etapa del proceso fagocítico. En este paso juegan un papel 
primordial proteínas presentes en el suero, como las aglutininas que median la 
unión del agente extraño a los posibles receptores presentes en la superficie celular 
de los hemocitos. Sin embargo, no son los únicos factores humorales descritos en 
invertebrados que pueden llevar a cabo esta función (Ratcliffe et al., 1985). Tras la 
actuación de los mecanismos de adhesión se produce la ingestión de las partículas 
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extrañas por parte de los hemocitos. Estos procesos de adhesión se pueden llevar a 
cabo mediante diferentes vías. Normalmente los hemocitos emiten pseudópodos 
englobando y atrapando a los microorganismos (Ratcliffe et al., 1985). A veces no 
se emiten pseudópodos pero sí se producen invaginaciones de la membrana 
plasmática para la internalización de las partículas (Ratcliffe et al., 1985; Fisher 
1986; López et al., 1997). La inhibición de la polimerización de la actina reveló 
que el citoesqueleto juega un papel primordial en los procesos de internalización 
(Cheng y Howland, 1982). Los últimos pasos del proceso fagocítico vienen 
determinados por la destrucción y digestión del patógeno. Independientemente del 
mecanismo de internalización utilizado, se producen vacuolas fagocíticas 
conocidas como fagosomas que interaccionan con los lisosomas presentes en los 
hemocitos (Fisher, 1986). El interior del lisosoma está repleto de enzimas 
hidrolíticas ácidas que atacan a las vacuolas recién formadas liberando su 
contenido al interior de las mismas y destruyendo al agente patógeno (Ratcliffe et 
al., 1985; Fisher, 1986; Carballal et al., 1997; López et al., 1997). Tras la 
destrucción intracelular de un patógeno se forman gránulos de glucógeno que o 
bien son utilizados en procesos metabólicos del hemocito o bien se liberan al suero 
(Fisher, 1986). En ocasiones las bacterias se pueden destruir en el medio 
extracelular utilizando enzimas y productos intracelulares que son liberados al 
plasma. La liberación de estas moléculas viene determinada por los procesos de 
degranulación donde la lisozima y otros productos acumulados en gránulos en el 
citoplasma se liberan al medio mediante procesos de exocitosis (Fisher, 1986).  
 
3) Agregación: 
La agregación o formación de nódulos no es un proceso aislado, sino que 
aparece asociado a los mecanismos de fagocitosis. Suele ocurrir cuando la 
hemolinfa se encuentra invadida por un elevado número de agentes extraños y la 
fagocitosis por sí sola no puede eliminarlos (Ratcliffe et al., 1985). Los hemocitos, 
junto con otras células no fagocíticas se unen por sus filopodios que posteriormente 
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se acortan para formar una maraña tisular donde quedan atrapadas las partículas no 
propias (Drew, 1910). El proceso termina con la eliminación del patógeno y el 
posterior depósito de melanina. No se conocen exactamente los mecanismos por 
los cuales estos nódulos son capaces de combatir a los microorganismos patógenos 
pero se cree que la inanición que sufren dentro de los propios agregados, la 
producción de la melanina y de sus precursores, altamente tóxicos, junto con la 
liberación de enzimas intracelulares como la lisozima, pueden ser los responsables 
(Ratcliffe et al., 1985).  
 
4)  Encapsulación: 
Cuando un agente exógeno es capaz de superar las barreras de fagocitosis y 
agregación, los invertebrados ponen en marcha el proceso de encapsulación para 
paralizar la entrada de microorganismos (Fisher, 1986; Feng, 1988). Aquellas 
partículas cuyo tamaño supera en exceso al de un hemocito y, por lo tanto, no 
pueden ser fagocitadas, se ven rodeadas de hemocitos produciéndose 
posteriormente un depósito de fibroblastos (Tripp, 1961). Se constituyen una serie 
de capas concéntricas donde las más internas están formadas por fibroblastos y 
residuos mucopolisacarídicos y las más externas están constituídas por materiales 
fibrosos formando un retículo en asociación con glicoproteínas (Cheng y Rifkin, 
1970). La actividad primera del hemocito se centra en intentar fagocitar a la 
partícula extraña. Tan sólo cuando este mecanismo fracasa se produce el depósito 
de fibroblastos (Fisher, 1986).  
 
5) Liberación de radicales tóxicos: 
 Radicales de oxígeno: 
En los procesos de fagocitosis se produce una elevada producción de 
radicales de oxígeno que se conoce como “estallido respiratorio” y que no está 
asociado a la cadena mitocondrial ya que el uso de inhibidores de la misma como 
la azida sódica o el cianuro, no consiguen reducirlo. Este consumo de oxígeno se 
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debe a la la acción del 
complejo multiproteico 
conocido como NADPH-
oxidasa, que es capaz de 
transferir electrones desde 
el NADPH al oxígeno 
molecular. Tras el contacto 
de un hemocito con una 
partícula no propia se 
producen pequeñas 
perturbaciones en la 
membrana celular que 
hacen que los componentes del sistema NADPH oxidasa se ensamblen para formar 
el complejo funcional que forma el sistema enzimáticamente activo (Torreilles et 
al., 1996). La enzima reduce el oxígeno molecular, a intermediarios de oxígeno 
reactivos (ROIs) como el peróxido de hidrógeno (H2O2), radical hidroxilo (OH-), el 
anión superóxido (O2-), el ácido hipocloroso (HOCl) y el oxígeno simple (1O2-) 
(Figura 4). Los ROIs son moléculas efectoras que pueden actuar por sí mismas o 
bien interaccionando con los enzimas hidrolíticos que se liberan en el proceso de 
fagocitosis (Adema et al., 1991). La detección de ROIs se puede llevar a cabo 
utilizando diferentes técnicas. La medición de la producción intracelular se detecta 
a través de la reducción del nitroblue tetrazolium (NBT). Esta molécula tiene un 
color ligeramente amarillo en su forma reducida y cuando se oxida torna a azul 
debido a la generación de sales de formazán que precipitan (Pipe, 1992). La 
liberación de ROIs al exterior celular se puede cuantificar espectroscópicamente 
mediante la reducción del citocromo C (Pipe et al., 1997). La cantidad de NBT o 
de citocromo C reducidos detectados es proporcional a la actividad del complejo 
NADPH-oxidasa. Existe un método que permite cuantificar al mismo tiempo 
ambos tipos de liberación. Los ROIs son moléculas que se encuentran en un estado 
Fagosoma
Microorganismo
2O2
2O2- H2O2
Complejo
NADPH-oxidasa
NADPH
NADP+ + H+
Figura 4. Representación esquemática de un hemocito 
fagocitando a una partícula extraña y los mecanismos 
moleculares que explican el estallido respiratorio. 
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excitado por haber recibido electrones, por lo tanto son inestables y tienden a 
regresar a su esto basal. En su vuelta al estado basal liberan los electrones 
sobrantes acompañados de una emisión de fotones ó quimioluminiscencia (QL). 
Sin embargo, esta emisión de luz es muy débil y se emplean determinadas 
moléculas como el luminol hidrazido cíclico (5-amino-2,3-dihidro-1,4-
ftalazinediona) (Allen y Loose, 1976) para amplificar la señal. El luminol se reduce 
al recibir los electrones liberados por los ROIs y cuando regresa a su estado basal 
emite nuevamente luz y fotones, pero en esta ocasión la señal luminosa es unas 
1.000 veces más intensa y por lo tanto, detectable en un luminómetro (Figura 5). 
Como el luminol tiene la capacidad de entrar en la célula se puede cuantificar tanto 
la producción intra como extracelular (Adema et al., 1991; Noël et al., 1993).  
 
 
 
 
  
ROIs *
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Electrones
Fotones LUZ
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Representación esquemática del proceso de quimiolumiscencia. 
 
Actualmente se ha desarrollado una nueva técnica que también permite 
ambos tipos de medición y que se basa en la utilización de sondas fluorescentes 
debido a la presencia del compuesto 2,7-diclorodihidrofluoresceína-diacetato 
(DCFH-DA). Como el diacetato es un grupo apolar, estas sondas difunden 
fácilmente a través de la membrana plasmática. Una vez en el interior celular las 
esterasas del citosol hidrolizan el grupo acetato dejando libre la molécula de 
DCFH, que ahora presenta características polares. Las especies reactivas de 
oxígeno pueden ser detectadas por la diclorofluoresceína que cuando reacciona con 
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ellas se oxida convirtiéndose en un producto fluorescente, pasando de DCFH a 2,7-
diclorofluoresceína (DCF). Esta fluorescencia se puede cuantificar mediante 
diferentes técnicas como la citometría de flujo (Lambert et al., 2003; Goedken y 
De Guise, 2004; Buggé et al., 2007). La producción de ROIs se ha detectado en 
varias especies de moluscos bivalvos como en la ostra americana (Crassostrea 
virginica) (Anderson, 1994; Austin y Paynter, 1995), la ostra japonesa 
(Crassostrea gigas) y la ostra plana (Ostrea edulis) (Bachère et al., 1991), la vieira 
europea (Pecten maximus) (Le Gall et al., 1991), la almeja americana (Mercenaria 
mercenaria) (Buggé et al., 2007), el mejillón azul (Mytilus edulis) (Pipe, 1992) y 
en el mejillón del Mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) (Torreilles et al., 1996; 
Ordás et al., 2000b).  
 
 Radicales de nitrógeno: 
La mayoría de los organismos son capaces de producir pequeñas 
cantidades de óxido nítrico (NO) a partir del aminoácido arginina. En esta reacción 
catalizada por la Óxido Nítrico Sintasa (NOS) se genera un intermediario inestable 
que es el NG-hidroxiarginina, que da lugar a los dos productos finales: la citrulina y 
el NO (Figura 6) (Nathan y Xie, 1994). Sin embargo, el NO es un gas inestable que 
se transforma rápidamente en nitrito (NO2-) y nitrato (NO3-), que constituyen los 
productos estables de la reacción. Existen tres isoformas de la NOS, dos de ellas se 
consideran constitutivas y dependientes del calcio (cNOS): la endotelial y la 
neuronal, las cuales sintetizan NO en condiciones basales. La tercera de ellas es 
inducible e independiente del calcio (iNOS) y no se expresa o lo hace muy 
débilmente en condiciones fisiológicas (Förstermann et al., 1991). 
Entre los ROIs generados tras el proceso del estallido respiratorio se 
encuentra el O2- tal y como se ha descrito en el apartado anterior. Este radical 
presenta una potente actividad bactericida ya de por sí pero además puede 
combinarse con el óxido nítrico (NO) para generar peroxinitrito (ONOO-), un 
radical de nitrógeno con un elevado poder oxidante así como una gran actividad 
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citotóxica (Rosen et al., 1995) contra bacterias como Escherichia coli (Hurst y 
Lymar, 1997), parásitos como Trypanosoma cruzi (Denicola et al., 1996) o incluso 
hongos como Candida albicans (Vázquez-Torres et al., 1996). 
 
ÓXIDO 
NÍTRICO
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
            
   Figura 6. Representación de la reacción enzimática mediada por la NOS. 
 
 En moluscos se ha demostrado la presencia de actividad de sintasas de 
óxido nítrico y la liberación de NO2- y NO3- en hemocitos de diferentes especies 
como Crassostrea gigas (Torreilles y Romestand, 2001; Nakayama y Maruyama, 
1998), Crassostrea virginica (Villamil et al., 2007), Ruditapes decussatus (Tafalla 
et al., 2003), Mytilus edulis (Ottaviani et al., 1993) y Mytilus galloprovincialis 
(Arumugam et al., 2000; Gourdon et al., 2001; Torreilles y Romestand, 2001; 
Tafalla et al., 2002; Novas et al., 2004). En la mayoría de los casos, los radicales 
de nitrógeno se generan y liberan tras la estimulación de los hemocitos con 
diferentes partículas tanto solubles como no solubles entre las que destacan el 
forbol-miristato-acetato (PMA) (Nakayama y Murayama, 1998; Tafalla et al., 
2002), la laminarina (Arumugam et al., 2000), el lipopolisacárido (LPS) (Ottaviani 
et al., 1993) o el zimosán (Tafalla et al., 2003). Aunque la mayoría de estas 
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moléculas son consideradas como PAMPs por tratarse de constituyentes 
estructurales de microorganismos, son todas ellas partículas inertes. La producción 
de radicales de nitrógeno no sólo se ha relacionado con la estimulación de esta 
clase de partículas sino que también existen datos que confirman que la liberación 
de NO puede verse modulada por organismos vivos como el protozoo Perkinsus 
marinus en la ostra americana, Crassostrea virginica (Villamil et al., 2007).  
 Existen varias técnicas para la medición de la producción de NO en 
hemocitos de moluscos. Como ya hemos indicado previamente, el NO puede 
combinarse con el O2- para formar ONOO-. Este peroxinitrito es un radical 
inestable que tiende a regresar a su estado basal. Al igual que ocurría en el caso de 
los ROIs se puede utilizar la quimioluminiscencia mediada por luminol para 
detectar esta producción (Radi et al., 1993; Gourdon et al., 2001), siguiendo el 
mismo esquema mostrado en la Figura 5. La determinación de radicales de 
nitrógeno también se puede medir utilizando una reacción colorimétrica conocida 
como reacción de Griess (Green et al., 1982). Durante este proceso los NO3- 
formados como consecuencia de la transformación del NO reaccionan con la 
sulfanilamida (añadida durante el proceso) dando lugar a una sal de diazonio. Esta 
sal puede acoplarse a otro de los compuestos empleados en la reacción (naftil-
etilenediamina) para dar lugar a un producto con un determinado espectro de 
absorción. Es una reacción indirecta donde la cantidad de color obtenida (calculada 
mediante una recta patrón) es proporcional a la cantidad de NO producido (Tafalla 
et al., 2002). Las técnicas inmunológicas basadas en el inmunoensayo acoplado a 
enzimas (ELISA) también se han empleado utilizando anticuerpos que reconocen a 
la nitrotirosina, molécula que se forma tras la reacción entre el NO y residuos de 
tirosina de las proteínas celulares (Torreilles y Romestand, 2001). Además de los 
métodos previamente descritos se han llevado a cabo técnicas basadas en la 
fluorescencia para estudiar la producción de radicales de nitrógeno. Algunas de 
ellas emplean la reacción de Misko (1993) que se basa en la formación de un 
compuesto fluorescente, el 2,3-diamino-naftotriazol a partir del NO2-, pudiendo ser 
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medido mediante un lector (Arumugam et al., 2000; Nakayama y Maruyama, 
1998), o bien aquellas técnicas que usan sondas como la diaminofluoresceína-
diacetato (DAF-DA). Al igual que ocurría con la DCF-DA, estas sondas pueden 
acceder al interior de la célula y una vez dentro, el grupo diacetato se pierde 
formándose DAF. La transformación en fluorescentes se produce cuando las 
diaminas aromáticas que forman parte de su estructura reaccionan con el NO en 
presencia de oxígeno (Kojima et al., 1998). Esta fluorescencia puede ser 
cuantificada mediante técnicas como la citometría de flujo (García-García et al., 
2008). 
 
y Receptores celulares implicados en defensa: 
 
Receptores Toll-like (TLRs): 
 Los TLRs son una familia de proteínas de membrana que actúan como 
receptores de patrones de reconocimiento (PRRs) al estar implicados en el 
reconocimiento de diferentes PAMPs (Medzhitov et al., 1997). Son moléculas 
transmembrana que poseen 
un dominio extracelular con 
motivos ricos en repeticiones 
de leucina (LRR), un motivo 
flanqueante de cisteína, un 
dominio transmembrana 
(TM) y un dominio 
intracelular conocido como 
receptor Toll / IL-1 (TIR) 
(Abbas y Lichtman, 2000) 
(Figura 7). Hasta la fecha, se 
han descrito 10 tipos de TLRs en mamíferos (Takeda y Akira, 2001) donde cada 
uno de ellos reconoce una determinada estructura patrón presente en los 
Dominio TIR
Motivo de cisteínas
Motivo LRR
Dominio TM
Espacio
extracelular
Espacio
intracelular
Figura 7. Representación esquemática de la estructura 
de un TLR. 
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microorganismos. La unión de un determinado ligando al motivo LRR 
desencadena una cascada de transducción de señales que, en último término, activa 
a factores de transcripción que dan lugar a la expresión de genes implicados en 
respuesta inmune (Takeda y Akira, 2004; Aderem y Ulevitch, 2000). En moluscos 
bivalvos, se han identificado varias ESTs con homología a TLR en la ostra 
americana, Crassostrea gigas (Tanguy et al., 2004) y en la vieira Argopencten 
irradians (Song et al., 2006a). Además, en la vieira de Alaska, Chlamys farreri, se 
ha llevado a cabo la caracterización molecular completa de un receptor con 
homología al Toll de Drosophila y denominado CfToll-1 cuya expresión se ve 
modulada por LPS (Qiu et al., 2007).  
  
Mecanismos de defensa humorales: 
 
 y Lisozima: 
 La lisozima (E.C.3.2.1.17) es una enzima que hidroliza los enlaces β-1,4 
existentes entre el ácido N-acetilmurámico y los residuos de N-acetilglucosamina 
presentes en el peptidoglicano de la pared celular bacteriana, presentando una 
mayor actividad micromicida contra bacterias Gram-positivas (McDade y Tripp, 
1967; Jollès y Jollès, 1984). La lisozima se almacena en el interior de los lisosomas 
de los hemocitos (Cheng y Cali, 1974; Mohandas et al., 1985) y su liberación al 
medio extracelular se estimula por los procesos de fagocitosis (Cheng et al., 1975). 
El mecanismo de liberación al suero no lleva asociado la ruptura de la membrana 
plasmática, sino que la enzima se libera al medio mediante un proceso conocido 
como desgranulación (Cheng et al., 1975). A pesar de estar implicada en procesos 
de fagocitosis, el principal papel de la lisozima parece ser la digestión ya que las 
bacterias son parte de la dieta de los moluscos bivalvos (Cheng, 1983). De hecho 
en algunas especies se ha detectado una mayor concentración de esta enzima en los 
tejidos asociados con procesos digestivos (McHenery et al., 1979). La actividad 
lisozima se ha manifestado en varios bivalvos, entre los que destacan la ostra 
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americana, Crassotrea virginica, (McDade y Tripp. 1967; Cheng y Rodrick, 1974a; 
Rodrick y Cheng, 1974; Cheng et al., 1975; Xue et al., 2004; Matsumoto et al., 
2006; Xue et al., 2007;  Itoh et al., 2007), la ostra japonesa, Crassostrea gigas 
(Itoh y Takahashi, 2007), la ostra plana, Ostrea edulis, (Cronin et al., 2001; 
Matsumoto et al., 2006), la almeja americana, Mercenaria mercenaria, (Cheng et 
al., 1975; Cheng y Rodrick, 1974a), la Arola de arena, Mya arenaria, (Cheng y 
Rodrick, 1974b; Rodrick, 1979), el mejillón azul (Mytilus edulis) (McHenery y 
Birkbeck, 1981; Pipe, 1990; Olsen et al., 2003) y el mejillón del Mediterráneo 
(Mytilus galloprovincialis) (Carballal et al., 1997). Asimismo, en dos especies de 
del género Calyptogena y en cuatro especies de mejillón pertenecientes a los 
géneros Bathymodiolus y Mytilus se caracterizó a nivel molecular la secuencia de 
cDNA de la lisozima y, en concreto en Mytilus edulis, la secuencia genómica 
(Bachali et al., 2002).  
 
 yLectinas: 
Las lectinas, también conocidas como aglutininas, son proteínas de unión a 
carbohidratos con capacidad de aglutinación (Boyd y Shapleigh, 1954), por lo que 
se consideran como PRRs. Su localización es ubicua distribuyéndose por la 
mayoría de los tejidos (Cohen y Vasta, 1982) y se pueden localizar libres en el 
suero o presentes en la membrana plasmática de los hemocitos (Vasta et al., 1984; 
Cheng et al., 1984). Existen varias teorías que explican los mecanismos por los 
cuales las lectinas son capaces de discriminar entre lo propio y lo extraño, aunque 
todavía sigue siendo tema de debate. En una de ellas el papel de las lectinas está 
centrado en el reconocimiento de lo no propio. Las lectinas que se encuentran 
ancladas a la membrana celular actúan a modo de puente entre el hemocito y la 
partícula extraña (Chu, 1988) facilitando la unión entre la célula fagocítica y la 
partícula a fagocitar (Cheng et al., 1984). La otra teoría, por el contrario, propone 
que el verdadero papel de las lectinas es un auto reconocimiento, es decir, 
reconocen lo propio (Coombe et al., 1984). Este mecanismo fue propuesto como 
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un mecanismo de control de la fagocitosis (Chu, 1988). A pesar de que las lectinas 
no parecen ser condición estrictamente necesaria para el reconocimiento de las 
partículas no propias por parte de los hemocitos, la incubación de las mismas con 
partículas no propias incrementa la tasa de fagocitosis (Renwrantz y Stahmer, 
1983). El papel de estas moléculas en el sistema inmune es fundamental ya que al 
unirse específicamente a polisacáridos y glicoconjugados presentes en la superficie 
de microorganismos median los procesos de fagocitosis, melanización y 
encapsulación (Bayne et al., 1979; Luo et al., 2006), así como la activación del 
sistema profenol-oxidasa (pro-PO), (Yu et al., 1999; Yu y Kanost, 2000, Yu et al., 
2005). También incrementan la actividad bactericida (Suzuki et al., 1990) y 
potencian la formación de nódulos (Koizumi et al., 1999). Al mismo tiempo, son 
protagonistas de la tercera vía de activación del complemento, descrita 
recientemente y conocida como vía de las lectinas, la cual parece ser una vía 
intermediaria entre la vía clásica y la alternativa (Fujita et al., 2004). La actividad 
de las lectinas en diferentes especies de moluscos se ha demostrado mediante la 
observación de procesos de aglutinación así como por técnicas histoquímicas y 
bioquímicas (Vasta et al., 1984; Leippe y Renwrantz, 1988; Tamplin y Fisher, 
1989; Fisher y DiNuzzo, 1991; Olafsen et al., 1992;  Tripp, 1992b; Robledo et al., 
1997; Tunkijjanukij et al., 1998; Minamikawa et al., 2004). Además se han 
identificado total o parcialmente a nivel molecular, diferentes formas de lectinas en 
varias especies de bivalvos como en la almeja japonesa, Ruditapes philippinarum 
(Bulgakov et al., 2004; Kang et al., 2006), en la almeja de agua dulce, Corbicula 
fluminea (Yang y Yoshino, 1990), en la ostra japonesa, Crassostrea gigas 
(Gueguen et al., 2003; Yamaura et al., 2008) y americana, Crassostrea virginica 
(Tasumi y Vasta, 2007), en la vieira, Chlamys farreri (Wang et al., 2007; Zheng et 
al., 2008) y en los mejillones azul y Mediterráneo, Mytilus edulis y M. 
galloprovincialis (Renwrantz et al., 1985; Mullainadhan y Renwrantz, 1986).  
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y Proteínas de choque térmico (HSPs): 
La exposición de células de una amplia variedad de organismos a un 
incremento de la temperatura induce la síntesis de unas proteínas, que por 
detectarse de este modo, se denominan proteínas de choque térmico. Sin embargo 
se ha demostrado que la expresión de las mismas puede verse también inducida por 
otros estímulos como la carencia de oxígeno, la presencia de metales pesados, 
agentes físicos y químicos o cualquier factor que produzca un estrés celular (Craig, 
1985; Lindquist y Craig, 1988; Veldhuizen-Tsoerkan et al., 1991). Los estudios 
llevados a cabo con estas proteínas revelaron que se trata de genes altamente 
conservados en la evolución (Margulis et al., 1989) y que la mayoría de ellos se 
agrupan en familias génicas donde aparecen asociados con otros genes esenciales 
para la función celular (Schlesinger, 1990). A pesar de que la expresión de estas 
proteínas puede estar modulada por el estrés, su función en condiciones normales 
está asociada a procesos de plegamiento proteico, donde actúan como chaperonas 
ayudando a la obtención de la estructura tridimensional de las proteínas y teniendo 
un papel fundamental en procesos de desarrollo y de diferenciación celular 
(Schlesinger, 1990; Hartl, 1996). El término chaperona procede del francés 
chaperone, que significa acompañante y hace alusión a la señorita de compañía 
que supervisaba a las jóvenes solteras para que su conducta fuese la adecuada. Así, 
las HSPs actuarían como chaperonas para que las proteínas adquieran su 
conformación tridimensional adecuada (Jakob et al., 1993; Welch, 1993). La 
clasificación de las HSPs se hace en función de su peso molecular que puede variar 
entre 15 y 110 kDa (Welch, 1992; Hightower y Hendershot, 1997), siendo las más 
estudiadas en bivalvos, la HSP-70 y la HSP-90. La implicación de estas proteínas 
en procesos de estrés se ha descrito en determinadas especies de organismos 
acuáticos (Sanders, 1993; Snyder et al., 2001). Asimismo, se ha llevado a cabo la 
caracterización molecular de algunas formas de HSP así como de una proteína 
emparentada con ellas que debido a su semejanza se la conoce como proteína 
cognada de choque térmico o HSC. Las HSP son proteínas inducibles, mientras que 
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las HSC se expresan constitutivamente (Hightower, 1993; Wood et al., 1998). Son 
varias las especies de bivalvos donde se han caracterizado parcial o totalmente 
alguna de estas proteínas. En la ostra japonesa se han identificado la HSC 72 y 70 
así como la HSP 70 (Gourdon et al., 2000; Boutet et al., 2003b). En la ostra 
americana, se ha determinado la secuencia de la HSP 70 (Rathinam et al., 2000) y 
en la ostra plana se caracterizaron las formas genómicas y de cDNA de la HSC y 
HSP 70 (Boutet et al., 2003a; Piano et al., 2005). En las vieiras Argopecten 
irradians y Chlamys farreri, se caracterizaron la HSP 70 y 90 respectivamente 
(Song et al., 2006b; Gao et al., 2007) y ambas proteínas se detectaron en la oreja de 
mar, Haliotis tuberculata (Farcy et al., 2007). En el mejillón del Mediterráneo, se 
identificó la unidad transcripcional del gen hsp 70 (Kourtidis y Scouras, 2005) así 
como varias formas expresadas en el citoplasma (Kourtidis et al., 2006). A pesar de 
que tradicionalmente la expresión de las HSP se ha utilizado como marcador en 
procesos de estrés y contaminación (Sanders y Martin, 1993; Sanders et al., 1994; 
Cruz-Rodríguez et al., 2000; Porte et al., 2001), su modulación también se ha 
relacionado con procesos inmunes ya que su expresión se ha visto incrementada 
tras la estimulación de los hemocitos con Vibrio anguillarum (Cellura et al., 2006; 
Song et al., 2006b; Cellura et al., 2007). Además se han encontrado varias ESTs 
con homología a HSP en varias librerías construidas tras una estimulación 
bacteriana o parasitaria (Tanguy et al., 2004; Kang et al., 2006; Gestal et al., 2007) 
refrendando la hipótesis de su posible papel en mecanismos de defensa.  
 
y Sistema profenol-oxidasa (proPO): 
La fenoloxidasa (PO) es una enzima dependiente de cobre, que cataliza la 
reacción que convierte sustancias fenólicas como la 3,4-dihidroxifenilalanina (L-
DOPA) a quinonas inestables como la dopaquinona. Esta última puede polimerizar 
para formar melanina mediante una reacción no enzimática (Söderhall, 1982; 
Söderhall y Smith, 1986). Existen al menos dos tipos de enzimas PO: la O-
difenoloxidasa (E.C. 1.10.3.1) y la tirosinasa (E.C.1.14.18.1). La enzima se 
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presenta inicialmente inactiva en su forma de pro-enzima (proPO) y pasa a su 
estado activo tras la activación mediante una serie de estímulos, entre los que 
destacan componentes de la pared celular de levaduras y bacterias como los β-
glucanos, el LPS o los peptidoglicanos (Söderhall y Hall, 1984; Söderhall y Smith, 
1986; Ratcliffe et al., 1991). El paso del precursor proPO a la forma activa requiere 
una cascada de señales mediadas por serín proteasas. Finalmente, se produce una 
reacción proteolítica mediada por la enzima activadora de la proPO (ppA) que da 
lugar a la PO en su forma enzimáticamente funcional mediante un proceso muy 
similar a lo que ocurre en la cascada del complemento (Söderhall, 1982;  Söderhall 
y Smith, 1986). La existencia del sistema proPO se ha demostrado en varios tipos 
celulares pertenecientes a diferentes especies y su principal papel se centra en los 
procesos de melanización y en la síntesis de adrenalina (Coles y Pipe, 1994). 
Además de estas implicaciones, la PO puede activar diferentes procesos inmunes 
como la fagocitosis y la encapsulación (Söderhall y Smith, 1986). La presencia de 
esta enzima se ha demostrado en diferentes especies de moluscos, como en la ostra 
japonesa, Crassostrea gigas, (Hellio et al., 2007), en la ostra neozelandesa, 
Saccostrea glomerata, (Aladaileh et al., 2007), en la almeja japonesa, Ruditapes 
phillipinarum, (Cong et al., 2005), en el mejillón verde, Perna viridis, (Asokan et 
al., 1997) y en el mejillón azul (Coles y Pipe, 1994). En todas estas especies, la 
presencia de la proPO se ha detectado tanto en la hemolinfa como en el interior de 
los hemocitos (Ashida et al., 1983; Saul et al., 1987; Hernández-López et al., 
1996). Además, la expresión de la proPO se puede modular por estímulos como 
bacterias o parásitos (Hong et al., 2006; Muñoz  et al., 2006; Bezemer et al., 2006). 
 
y Proteasas e inhibidores de proteasas:  
 Las Proteasas son enzimas que se encuentran en la mayoría de los 
organismos vivos. Poseen funciones reguladoras en diferentes procesos 
fisiológicos, como la coagulación (Takada et al., 1994), el desarrollo (Konrad et 
al., 1998), la embriogénesis (Hong y Hashimoto, 1995), la digestión (Neurath, 
 48
                                                                                                                 Introducción general 
1984), la inflamación (Hiemstra, 2002) y la respuesta inmune (Gorman et al., 
2000). Sin embargo, una actividad exagerada de estas enzimas puede ser fatal para 
las células y para el organismo en su conjunto. Las proteasas, también están 
presentes en los organismos patógenos y son utilizadas por ellos como 
herramientas para combatir los mecanismos de defensa presentes en el hospedador 
(McKerrow, 1989; Oliver et al., 1999; La Peyre y Faisal., 1995; Brown y Reece, 
2003; Ordás et al., 2001). Estas proteínas facilitan la invasión del patógeno entre 
los tejidos del hospedador y pueden llegar a reducir la actividad lisozima y 
aglutinante del hemocito (La Peyre et al., 1996) así como a causar alteraciones en 
la permeabilidad de la membrana celular (Paynter et al., 1995). Debido a la 
presencia de estas proteasas exógenas y a la necesidad de un control de la actividad 
de las endógenas, multitud de organismos han desarrollado unas enzimas 
inhibidoras conocidas como Inhibidoras de Proteasas (PI) (Laskowski y Kato, 
1980). Con respecto al sistema inmune, la característica principal de las PI, se 
centra en la lucha contra microorganismos patógenos para evitar su propagación 
(Ellis, 1987; Calkins y Sloane, 1995; Freedman, 1991). La presencia de proteínas 
PI se ha demostrado en varios moluscos como el caracol, Biomphalaria glabrata, 
(Bender y Bayne, 1996) y el pulpo, Octopus vulgaris, (Thøgersen et al., 1992) por 
citar algunos ejemplos. Concretamente, en moluscos bivalvos, se ha detectado la 
presencia de estas enzimas en las ostras Crassostrea gigas y Crassotrea virginica 
(Faisal et al., 1998; Oliver et al., 1999; Montagniani et al., 2001; Xue et al., 2006) 
y en la vieira de Argopencten irradians (Zhu et al., 2006).  
 
y Péptidos antimicrobianos (AMPs): 
Los AMPs son pequeñas moléculas proteicas altamente conservadas en la 
evolución, que están presentes desde los organismos más primitivos como los 
protozoos y procariotas (Leippe, 1999; Pag y Sahl., 2002; Nes et al., 2002) hasta 
los más evolucionados como los mamíferos (Jenssen et al., 2006), donde 
curiosamente han sido de los últimos en descubrirse. Actualmente se conocen casi 
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800 tipos de AMPs distribuidos por todo el reino animal, según la base de datos de 
AMP (APD) (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). El descubrimiento de estas 
moléculas se produjo en las décadas de los 80-90 mediante dos líneas de 
investigación independientes: estudiando los factores antimicrobianos presentes en 
la hemolinfa de insectos estimulados y mediante el análisis de la fagocitosis en 
mamíferos (Boman, 1995; 1996; 2000). Normalmente estos péptidos poseen bajo 
peso molecular que ronda los 10 kDa y suelen ser catiónicos por su elevado 
contenido en aminoácidos básicos como lisina y arginina. Poseen características 
anfipáticas que les permite tener estabilidad tanto en medios hidrofóbicos como 
acuosos. Algunos de ellos presentan modificaciones postraduccionales como 
glicosilaciones o amidaciones (Boman, 1995; Nissen-Meyer y Nes, 1997). La 
clasificación de los AMPs suele hacerse en función de su estructura, así se dividen 
en ricos en cisteínas, en α-hélices y en prolina o glicina (Bulet et al., 1999). El 
mecanismo de acción comienza con la unión de los AMPs a las membranas 
plasmáticas de los microorganismos mediante fuerzas electrostáticas de manera 
que las cargas positivas de los AMPs atraen a las cargas negativas presentes en las 
cabezas fosfolipídicas de las membranas celulares. La inserción de los AMPs en la 
membrana alteran la permeabilidad de la misma provocando incluso la lisis celular 
mediada por la poración (Huang, 2000; Matsuzaki, 1998; Nissen-Meyer y Nes, 
1997). 
Son varios los moluscos bivalvos donde se han caracterizado a nivel 
molecular varios AMPs. Es el caso de la ostra (Guexuen et al., 2006; González et 
al., 2007), almeja (Gestal et al., 2007), vieira (Zhao et al., 2007a) y mejillón 
(Charlet et al., 1996; Hubert et al., 1996; Mitta et al., 1999a; Mitta 2000a; 2000b), 
siendo este último el más estudiado. En concreto en el mejillón del Mediterráneo, 
los AMPs descritos son todos ricos en cisteínas y se pueden dividir en tres grupos 
en función del número y posición de estos residuos aminoacídicos. El primero de 
ellos está formado por dos moléculas con una gran homología a las defensinas 
descritas previamente en artrópodos (Bulet et al., 1999), de ahí que el nombre 
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adoptado haya sido Mytilus galloprovincialis Defensin (MGD-1 y MGD-2) para las 
dos isoformas detectadas (Mitta et al., 1999b). El segundo de los grupos está 
constituido por las mitilinas y está formado por 4 isoformas diferentes (B, C, D y 
G1) (Mitta et al., 2000a) ya que la forma A se ha detectado en M. edulis pero no en 
M.galloprovincialis (Charlet et al., 1996). El tercer y último grupo está compuesto 
por dos isoformas de miticina: miticina A y miticina B (Mitta et al., 1999a).  
Se cree que estas moléculas son sintetizadas y almacenadas en el interior 
de los hemocitos granulares y tras recibir un estímulo bacteriano se liberan al 
plasma para ejercer su función (Mitta et al., 1999b; 2000c) tal y como se indica en 
la Figura 8. Las miticinas y las defensinas son esencialmente activas contra 
bacterias Gram-positivas (Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 1999b) incluyendo 
algunos patógenos asociados a invertebrados marinos (Johnson 1981; Friedman et 
al., 1991). Sin embargo, las mitilinas tienen una actividad más diversificada ya que 
su rango de acción abarca desde actividades antifúngicas hasta acciones 
microbicidas contra bacterias Gram-negativas (Mitta et al., 2000a; 2000b).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Representación esquemática de la liberación de AMPs tras una estimulación 
bacteriana. 
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y Citoquinas:  
 Las citoquinas son glicoproteínas de pequeño peso molecular (entre 10 y 
20 kDa) sintetizadas por las células del sistema inmune o neuroendocrino durante 
la fase efectora de la respuesta inmune (Nisticó, 1993; Schöbitz et al., 1994). Sus 
funciones principales son actuar como moduladores de los principales procesos 
inmunes tales como la inflamación, proliferación, citotoxicidad y apoptosis así 
como participar en cascadas de transducción de señales (Nisticó, 1993; Blalock, 
1994; Schöbitz et al., 1994; Brozek y Ley, 1991). A pesar de que no se ha 
caracterizado a nivel molecular ninguna citoquina en moluscos bivalvos, sí se ha 
detectado, de manera indirecta, la posible presencia de las mismas. En la ostra, 
Pinctada fucata, la administración de la proteína recombinante del interferón 
omega (IFNω) es capaz de proteger frente a una infección viral (Miyazaki et al., 
2000) y la utilización de anticuerpos generados a partir de ella reaccionan con 
algún componente de los hialinocitos (Miyazaki et al., 2002). En la oreja de mar 
japonesa, Haliotis discus, se ha caracterizado recientemente el gen mx, el cual 
codifica para una proteína (Mx) inducida por IFN y con función antiviral (De 
Zoysa et al., 2007). Los hemocitos del mejillón azul y mediterráneo pueden 
responder a la administración de diferentes interleuquinas heterólogas como al 
Factor de Necrosis Tumoral (TNF), a las Interleuquinas 1 y 6 (IL-1 y IL-6) 
(Hughes et al., 1991; Hughes et al., 1992) y a la IL-8 e IL-2 (Ottaviani et al., 2000; 
Novas et al., 2004). Diferentes técnicas inmunohistoquímicas revelaron que la IL-1 
también se encuentra presente en las células ganglionares (Paemen et al., 1992) y 
la administración del opiáceo encefalina es capaz de inducir la síntesis de una 
molécula reconocida por anticuerpos anti IL-1 (Stefano et al., 1991) sugiriendo la 
existencia de una interconexión entre el sistema inmune y el nervioso. Aún cuando 
no se ha detectado ninguna interleuquina como tal en mejillón, sí se ha detectado la 
presencia de la subunidad α del receptor de la IL-2 (IL-2R) (Barcia et al., 1999) la 
cual ve incrementada su expresión tras la estimulación con LPS (Cao et al., 2004). 
La adición a hemocitos de moléculas heterólogas del TNF activa una cascada de 
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transducción de señales similar a la que ocurre en vertebrados, donde participan las 
Proteín-Quinasas Activadoras de Mitógenos (MAPK) (Betti et al., 2006). Además 
recientemente se ha clonado en la vieira Chlamys farreri el factor de transcripción 
inducido por LPS (LITAF), que activa al promotor del TNF (Yu et al., 2007) para 
inducir su expresión.  
 
y Complemento: 
 El sistema del complemento está formado por un conjunto de proteínas 
plasmáticas que se activan tras una estimulación por parte de microorganismos y 
promueven la destrucción de los mismos, así como los procesos de fagocitosis e 
inflamación (Abbas y Litchman, 2000). La activación de este sistema se puede dar 
por medio de tres rutas diferentes: la vía clásica, la alternativa y la de las lectinas. 
En la primera de ellas, el sistema se activa por medio de los inmunocomplejos 
formados por la Inmunoglobulina G o M (IgG o IgM) unidos al antígeno, por lo 
que sólo se da en vertebrados. La vía alternativa, aunque se descubrió más tarde, es 
más primitiva filogenéticamente (Dodds y Matsushita, 2007). No requiere la 
presencia de anticuerpos para activarse sino que se inicia por medio del 
reconocimiento de PAMPs presentes en la superficie de microorganismos (James, 
1982; Farries y Atkinson, 1991), mediante la acción de una proteína del suero 
conocida como C3 (Abbas y Lichtman, 2000). La tercera y más recientemente 
descubierta, la vía de las lectinas, está a medio camino entre la clásica y la 
alternativa. No requiere de la presencia de anticuerpos para activarse, aunque sí de 
una molécula conocida como lectina de unión a manosa (MBL) que reconoce los 
carbohidratos presentes en la membrana plasmática de los microorganismos (Fujita 
et al., 2004; Endo et al., 2006). Las tres rutas tienen un punto común que se centra 
en la ruptura proteolítica del C3 en C3a y C3b. El C3a es capaz de activar los 
procesos inflamatorios y el C3b se une covalentemente a la superficie del agente 
extraño sirviendo como opsonina para activar la fagocitosis. Posteriormente se 
genera una cascada de acontecimientos que terminan con la formación de un 
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complejo de ataque a la membrana que acaba lisando al patógeno (Abbas y 
Litchman, 2000). Hasta la fecha, no hay mucha información acerca de este sistema 
en moluscos bivalvos. Han aparecido algunas ESTs en la ostra americana con 
homología a proteínas implicadas en las cascadas del complemento como la 
precerebelina, que posee un dominio homólogo al del C1q o secuencias similares a 
la MBL (Jenny et al., 2002). Sin embargo, tan sólo se ha publicado la secuencia de 
la MBL en la almeja tropical, Codakia orbicularis, (Gourdine y Smith-Ravin, 
2007), así como la adiponectina en la almeja fina, que posee un dominio homólogo 
al C1q (Prado-Álvarez et al., 2008).  
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OBJETIVOS: 
 
A pesar de la elevada importancia económica que supone el cultivo del 
mejillón mediterráneo, Mytilus galloprovincialis, en las costas gallegas, poco se 
conoce de cómo responden estos organismos a la enfermedad. Con el fin de 
conocer cuales son los mecanismos moleculares efectores de su respuesta inmune, 
en la presente tesis doctoral se plantean los siguientes objetivos: 
 
1º Identificación de genes inmunes expresados en condiciones diferenciales 
mediante el empleo de las técnicas de clonación por homología y Sustracción de 
librerías (SSH). 
 
2º Estudio de la relación entre la respuesta inmune funcional y molecular de los 
hemocitos de mejillón tras la administración in vivo  e in vitro de un estímulo vivo 
o inerte. 
 
3º Caracterización molecular de una nueva clase de péptido antimicrobiano. 
Estudio de su estructura genómica y de cDNA. 
 
4º Análisis de la variabilidad poblacional e individual de la Miticina C. Estudio de 
su papel en el sistema inmune. 
 
5º Análisis comparativo de las ESTs expresadas tras la administración de 
inmunoestimulantes de diversa naturaleza. 
 
6º Determinación del efecto de los β-glucanos en la respuesta inmune del mejillón 
del Mediterráneo. Estudio comparativo con otra especie de bivalvos, la almeja fina.  
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1. INTRODUCCIÓN: 
 
Hasta la última década aproximadamente, el conocimiento sobre la 
inmunidad de los moluscos bivalvos estaba basado en estudios de actividad 
biológica, mientras que las características moleculares de los efectores inmunes 
permanecían completamente desconocidas. En el 2001 Green y colaboradores 
definieron dos tipos de aproximaciones en el estudio de la expresión génica: los 
“sistemas cerrados” y los “sistemas abiertos” (Green et al., 2001). En los primeros 
se requiere un conocimiento del genoma de la especie estudiada para poder llevar a 
cabo los estudios deseados. Los oligonucleótidos o las técnicas de microarray 
(Marshall y Hodgson, 1998) son algunos de estos ejemplos. Sin embargo, los 
sistemas abiertos permiten una aproximación al perfil de transcripción sin la 
necesidad de ese conocimiento previo, es el caso de las técnicas del Differential 
Display (DD) (Liang y Pardee, 1992) o de las librerías de cDNA, entre las que se 
encuentran las librerías susbtractivas (SSH) (Diatchenko et al., 1996).  
El análisis de Expressed Sequence Tags (ESTs), un ejemplo de sistema 
abierto, se ha convertido en una herramienta cotidiana para el estudio de funciones 
biológicas específicas, especialmente en aquellos organismos donde la 
disponibilidad de secuencias genómicas se encuentra limitada. Así, este tipo de 
análisis ha tenido multitud de aplicaciones, desde el estudio de estrés osmótico en 
plantas (Zhang et al., 2001) hasta la determinación de perfiles de expresión de 
genes en embriogénesis (Satou et al., 2002), por citar algunos ejemplos 
relativamente recientes. 
El estudio de expresión de genes mediante la generación de ESTs se ha 
usado también en organismos acuáticos. Los primeros trabajos en los que se 
encuentra la aplicación de esta técnica se remiten a estudios en el salmón Atlántico 
(Salmo salar) donde se han descrito grandes colecciones de ESTs e identificado 
genes marcadores (Davey et al., 2001), o en la ostra americana (Crassostrea 
virginica) donde se han detectado genes indicadores de estrés ambiental (Jenny et 
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al., 2002), así como la caracterización de genes implicados en respuesta inmune en 
el camarón Pacífico y Atlántico (Litopenaeus vannamei y L. setiferus) (Gross et al., 
2001).  
Los mecanismos de defensa de los moluscos bivalvos implican reacciones 
mediadas por células y por elementos humorales que interactúan entre sí para 
lograr combatir al agente patógeno, siendo los hemocitos las células que juegan un 
papel primordial en estos mecanismos (Bayne et al., 1980; Feng 1988; Auffret, 
1988; Cajaraville y Pal, 1995). Hasta hace pocos años, los estudios sobre 
inmunidad innata en moluscos bivalvos estaban basados en análisis funcionales 
(Pipe, 1992; Torreilles et al., 1997; Ordás et al., 2000a; Ordás et al., 2000b; Tafalla 
et al., 2003). Sin embargo, las herramientas moleculares por las cuales estos 
mecanismos se llevaban a cabo permanecían desconocidas. Debido al enorme 
interés económico que suponen estos organismos en el campo de la acuicultura, los 
estudios genéticos y el análisis de ESTs ha cobrado cada día mayor importancia. La 
generación de ESTs supone una importante aproximación para iniciar los 
conocimientos de la genómica de moluscos ya que se genera información sobre los 
genes que se están expresando en el momento del análisis.  
Son varias las librerías substractivas (SSH) y de cDNAs generadas en 
especies de moluscos bivalvos, concretamente en almeja (Ruditapes decussatus) 
(Gestal et al., 2007), en dos especies de ostra (Crassostrea virginica y C. gigas), en 
el mejillón del Mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) y en dos especies de vieira 
(Pecten maximus y Argopecten irradians) (revisadas en Saavedra y Bachère, 
2006). De todas las especies de bivalvos descritas anteriormente, es en las dos 
especies de ostra (C. gigas y C. virginica) donde la colección de ESTs es más 
numerosa (Gueguen et al., 2003; Boutet et al., 2004; Tanguy et al., 2004; Tanguy 
et al., 2005; David et al., 2005; Huvet et al., 2004).  
Recientemente se ha descrito una nueva y numerosa serie de ESTs (un total 
de 13.013) procedentes de cuatro especies de bivalvos diferentes: (Crassostrea 
gigas, Mytilus edulis, Ruditapes decussatus y Bathymodiolus azoricus) tras la 
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administración de una serie de estímulos entre los que destacan hidrocarburos, 
pesticidas, procesos de estrés y de hipoxia. (Tanguy et al., 2008). A pesar del 
elevado número de ESTs generadas para estas especies de bivalvos, los estudios 
realizados en el mejillón del Mediterráneo siguen siendo muy escasos. Tan solo 
una librería de cDNA llevada a cabo en Mytilus galloprovincialis (Venier et al., 
2003) recoge genes expresados en el mejillón. Sin embargo los resultados 
obtenidos apenas aportan información sobre genes implicados en respuesta inmune.  
 
Por todo ello, y por tratarse de la especie acuícola más importante 
económicamente en Galicia, el objetivo de este capítulo se centró en la 
identificación de genes implicados en respuesta inmune que podrían actuar como 
potenciadores de transcritos implicados en mecanismos de defensa en el mejillón 
del Mediterráneo mediante dos aproximaciones: la clonación por homología 
empleando cebadores diseñados a partir de secuencias conservadas de vertebrados, 
y la sustracción de librerías, en la que se obtienen ESTs expresadas 
diferencialmente ante un estímulo.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS: 
 
2.1. Procedencia y mantenimiento de los animales: 
Los ejemplares de mejillón del Mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) de 
un tamaño máximo de 6 cm., se obtuvieron de una depuradora comercial de 
mariscos (Mariscos Ría de Vigo, S.L) situada en la Ría de Vigo. Una vez 
adquiridos, los animales se mantuvieron en acuarios durante un tiempo mínimo de 
una semana para aclimatarlos a las condiciones experimentales. Se almacenaron en 
tanques de agua de mar filtrada con aireación, en circuito abierto. Las condiciones 
de mantenimiento implicaron una temperatura del agua de 15ºC, una salinidad del 
33‰ y una densidad de población que no excedía de 1 mejillón por cada 0,5 l. de 
agua de mar (las condiciones de almacenamiento normales fueron de 50 mejillones 
en tanques de 25 l). Los animales se alimentaron diariamente con distintas dosis de 
tres microalgas: Isochrysys galbana (12 x 108 células por animal), Tetraselmis 
suecica (107 células por animal) y Skeletonema costatum (3 x 108 células por 
animal). Mientras se administraba el alimento, los circuitos de agua de mar se 
mantuvieron cerrados durante un tiempo aproximado de media hora para evitar la 
evacuación de las microalgas antes de ser consumidas por los animales. 
 
2.2. Inoculación de innumoestimulantes: 
La inoculación de inmunoestimulantes fue diferente para cada una de las 
dos aproximaciones de caracterización de genes llevadas a cabo en este capítulo.  
 
a) Sustracción de librerías:  
La concha de un total de 150 mejillones, se agujereó con un esmeril en las 
proximidades del músculo aductor posterior, con el objetivo de tener un libre 
acceso al sistema circulatorio. Tras la realización del agujero, los animales se 
mantuvieron sobre la poyata durante un tiempo de 20 a 30 min. antes de realizar en 
ellos ninguna manipulación. Tras este tiempo, el grupo de 150 mejillones se dividió 
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en subgrupos de 50 animales cada uno. A uno de los grupos se les inoculó por vía 
intramuscular (i.m.), un volumen de 100 μl de una solución que contenía 107 
células/ml. de una mezcla de bacterias muertas por calor (65ºC durante 20 min.). 
Esta mezcla bacteriana estaba formada por: Micrococcus lysodeikticus, Vibrio 
splendidus y Vibrio anguillarum, amablemente donadas por el Dr. Philippe Roch 
del IFREMER (Montpellier, Francia). A otro grupo de 50 mejillones se les inoculó 
un volumen de 100 μl de una solución de 1 mg/ml de polyI:C (Sigma). El grupo 
restante actuó como control del ensayo y se les inoculó 100 μl de agua de mar 
filtrada (FSW). 
Tras la inoculación del estímulo correspondiente, los animales se volvieron 
a mantener en reposo durante otros 20-30 min. sobre la poyata. Una vez pasado ese 
tiempo, los animales se devolvieron a los acuarios, y se mantuvieron en las 
condiciones previamente detalladas durante 48 horas.  
 
b) Clonación por homología: 
Se llevaron a cabo 3 inoculaciones i.m. con 3 estímulos diferentes en un 
total de 60 mejillones. A un grupo de 20 individuos se les inoculó un volumen de 
100 μl de una solución de β-glucanos (Bioteck Mackzymal) de 2,5 mg/ml. Un 
volumen de 100 μl de una solución de poly I:C de 2,5 mg/ml sirvió para inocular a 
cada uno de los individuos del segundo de los grupos. Los 20 mejillones restantes, 
que actuaron como control negativo del experimento, recibieron un inóculo de 100 
μl de FSW. El protocolo de manipulación de los animales y de reposo pre y post 
inoculación, fue el mismo que el descrito en el apartado anterior. Los mejillones 
permanecieron en el agua durante 1 hora después de la inoculación, momento en el 
cual se procedió a la recogida de muestras tal y como se explica en el siguiente 
apartado.  
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2.3. Extracción de hemolinfa: 
La obtención de la hemolinfa se llevó a cabo utilizando jeringas de insulina 
estériles de 1 ml. de capacidad. Las agujas se introdujeron a través del agujero 
generado en la concha del animal hasta la localización del músculo aductor 
anterior, lugar en el cual se produjo la extracción. Se obtuvo un volumen de entre 1 
y 2 ml. de hemolinfa por animal. La hemolinfa procedente de los animales de un 
mismo tratamiento se recogió en tubos y se mantuvo en hielo hasta el momento de 
su manipulación. Una vez extraída toda la hemolinfa se centrifugó a 2.500 xg 
durante 15 min. a 4ºC con el fin de sedimentar las células. El suero (sobrenadante 
resultante de la centrifugación), se eliminó y el precipitado se resuspendió en 6 y 
1ml. de Trizol (Invitrogen) para las muestras de la SSH y para las de la RT-PCR 
respectivamente, y se guardó a -80ºC hasta el momento de su procesamiento. 
 
2.4. Aislamiento de RNA: 
 El RNA total se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen), mediante una 
separación acuosa-orgánica siguiendo las instrucciones recomendadas por el 
fabricante. En resumen, los precipitados de células obtenidos tras centrifugar la 
hemolinfa, se homogeneizaron en morteros de vidrio tratados con Dietil- 
pirocarbonato (DEPC). Tras 10 bajadas del pistón aproximadamente, las células se 
disgregaron completamente y el homogenado se transfirió a tubos de vidrio libres 
de RNasas. Se añadió una cantidad de 0,2 volúmenes de cloroformo y se mezcló 
fuertemente en vórtex. Se dejó a temperatura ambiente durante 5 min. y se 
centrifugó a 12.500 xg durante 15 min. a 4ºC. Tras esta centrifugación se generaron 
2 fases: una acuosa y superior y una orgánica e inferior (en algunos casos se pudo 
apreciar una interfase). La fase acuosa, se transfirió a un tubo limpio y se precipitó 
con un volumen igual de isopropanol. Tras mezclarse fuertemente en vórtex se dejó 
precipitando a -20ºC por un tiempo mínimo de 1 hora. Pasado el tiempo, se 
centrifugó nuevamente en las mismas condiciones que la anterior centrifugación. 
El sobrenadante se eliminó y el precipitado se lavó con etanol al 75%. El RNA 
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resultante se apreció en el fondo del tubo como un precipitado blanquecino, que 
tras la total evaporación del etanol, se resuspendió en 25 μl de agua libre de 
RNasas suplementada con RNase OUT (Invitrogen). 
 
2.5. Tratamiento con DNasas: 
 Con el fin de evitar contaminaciones por DNA, previo al paso de la 
retrotranscipción, se realizó un tratamiento con DNasas utilizando el kit Turbo 
DNA-free (Ambion). El tratamiento se llevó a cabo utilizando entre 4 y 6 U e 
incubando la reacción a 37ºC durante 20-30 min. Transcurrido ese tiempo la 
reacción se inactivó añadiendo 0,2 volúmenes del inactivador suministrado por el 
kit. El inactivador consta de unas esferas que llevan (etildietilaminoetano) EDTA, 
quelante de iones divalentes, adherido a su superficie. Al eliminarse los iones 
divalentes del medio, la enzima dejó de actuar. La reacción de inactivación se llevó 
a cabo a temperatura ambiente durante 2 min. Transcurrido ese tiempo, la mezcla 
se centrifugó con el fin de sedimentar el inactivador y el sobrenadante se transfirió 
a un tubo limpio. 
 
2.6. RT-PCR: 
 Las muestras de RNA tratadas con DNasas se cuantificaron en un 
espectrofotómetro RNA/DNA calculator GeneQuant (Pharmacia, Biotech) con el 
fin de conocer su concentración. A partir de 5 μg de RNA de las muestras 
procedentes de las inoculaciones del apartado 2.2 b), se realizó una 
retrotranscripción utilizando 1 μl del primer Oligo dT (Invitrogen) que reconoce la 
cola de polyA y se une a ellas por complementariedad de bases y 1 μl de dNTP mix 
10 mM. Esta mezcla se calentó a 65ºC durante 5 min. y se enfrió inmediatamente 
en hielo. Se añadió a las muestras un volumen de 7 μl  de una mezcla de reverso 
transcripción (Invitrogen) que contenía 4 μl de tampón 5X, 2 μl de  ditiotreitol 
(DTT) y 1 μl de la enzima RNase OUT. La mezcla se incubó a 42ºC durante 2 
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min., tiempo tras el cual, se añadió 1 μl de la enzima SuperSriptII (Invitrogen) y se 
completó la reacción calentando las muestras a 42ºC durante 50 min. La 
inactivación de la enzima se llevó a cabo calentando las muestras a 70ºC durante 
15 min. Los cDNAs obtenidos sirvieron como molde para la realización de 
diferentes PCRs en las que se utilizaron cebadores conservados de peces para 
intentar detectar algún gen homólogo en mejillón (detallados en la Tabla 1.1) 
aplicando, por lo tanto, la técnica conocida como clonación por homología. Todas 
las PCRs se sometieron a un ciclo estándar que fue el siguiente: 
 
• 94 ºC 25 s. 
• 40 ciclos 
o 94ºC 1 min. 
o 50ºC 1 min. 
o 72ºC 1 min.  
• 72ºC 10 min. 
 
Tabla 1.1: Secuencias de los cebadores utilizados en el método de clonación por 
homología. 
 
Nombre Secuencia (5'Æ3') Sentido Tamaño Observaciones 
M13F GTAAAACGACGGCCAG F 
M13R CAGGAAACAGCTATGAC R 
Depende del 
producto clonado 
Amplificación de los 
clones obtenidos en 
la RT-PCR. 
IL-1 β F GGATTCACAAGAACTAAGGAC F 
IL-1 β R ACTGTGATGTACTGCTGAAC R 
404 pb 
Degenerados para la 
amplificación de la 
IL-1β. 
TNF F2 CTCTTCTTCGTTTACAGCCAGG F 
TNF R2 GTCCCCTTCGTTCAGCTGGAA R 
240 pb 
Cebadores 
degenerados para la 
amplificación del 
TNF. 
G-IFN F2 WGAGCCARATTGTY F 
G-IFN R2 AGYTCAYKYRYNGCYTTGCGYYGGA R 
199 pb 
Degenerados para la 
amplificación del 
IFNαβ. 
Cox 2F ATCCTTACTCACTACAAAGGG F 
Cox 2R CATAGAACGTCGCCCCCAACAAACCAGTGC R 
186 pb 
Degenerados para la 
amplificación de la 
ciclooxigenasa. 
iNOS F4 CATACGCCCCCAACAAACCAGTGC F 
iNOS F5 CCTCGCCTTCTCATCTCCAGTGTC R 
746 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de iNOS 
de trucha.            
AN: AJ300555 
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Tabla 1.1. Continuación: Secuencias de los cebadores utilizados en el método de 
clonación por homología. 
 
Nombre Secuencia (5'Æ3') Sentido Tamaño Observaciones 
TGF F CAGTTCCGCAAGGACCTGGGCTGG F 
TGF R CTCCAGAGCCTGGGGAACGCAGC R 
186 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de TGF 
de trucha.            
AN: AJ318928 
Tru IFN F GTCCTTTTCCCAACATCACTTTA F 291 pb 
Tru IFN R TGCACTGTAGTTCATTTTTCTCA R  
Diseñados a partir de 
la secuencia de 
IFNαβ de trucha.      
AN: AJ582754. 
TGF Dor 1 AGAGACGGGCAGTGAAAGAA F 
TGF Dor 2 GCAGGCGGTAATCTCCAATA R 
460 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de TGF 
de dorada.            
AN: AF424703 
IRF Dor Def F GCTGATGACAGTACCCGCT F 
IRF DorDef R CAAACACACAAACAAAACAATCTG R 
1687 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de IRF 
de dorada.            
(Ordás et al, 2006) 
RAG F TATCTTCTTCAGGATGAGATTGGGGAG F 
RAG R AACACGTCCTCCAGTCAAAGACCTT R 
630 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia RAG de 
rodaballo.            
AN: AJ277078 
TNF rodab F TCGGACTCCTTAGGCTCAA F 
TNF rodab R GTTGTACCAGCCCTGTCCAT R 
105 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de TNF 
de rodaballo. (Ordás 
et al, 2007). 
Mx- turbot-F GCCGACCCTCTCTTCCTAA F 
Mx-turbot-R TTGGCCTTGACCTCCTCTA R 
225 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de Mx 
de rodaballo.         
AN: AF245514. 
IFN F TCTCTGAACCTGCTCAAGAATATG F 
IFN R CTCCCATGCTTCAGCACTGTATT R 
366 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de 
IFNαβ de Zebra Fish. 
AN: AY135716. 
G-IFN F3 ATGATTGCGCAACACATGAT F 
G-IFN R4 ATCTTTCAGGATTCGCAGGA R 
189 pb 
Diseñados a partir de 
la secuencia de IFNγ 
de Zebra Fish. AN: 
AB15836. 
 
 
2.7. Sustracción de librerías: 
 La técnica de sustracción de librerías (SSH) descrita por Diatchenko y 
colaboradores (Diatchenko et al, 1996) es un método de construcción de genotecas 
de cDNA que permite identificar aquellos genes expresados en condiciones 
diferenciales, siendo capaz de detectar aquellos transcritos que se expresan tras una 
estimulación con respecto a los que se expresan en condiciones basales (SSH 
directa) y viceversa (SSH reversa). En este caso se construyeron dos genotecas 
directas tras la estimulación de los hemocitos con una una mezcla de bacterias 
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muertas (genoteca SSH01) y con una solución de poly I:C de 1mg/ml  (genoteca 
SSH02) tal y como se ha descrito en el apartado 2.2 de esta sección.  
 Para la construcción de las genotecas se partió de dos poblaciones de RNA 
diferentes: “población control” (a la que se le llamó driver) y “población 
estimulada” (a la que se le llamó tester). Además de estas dos poblaciones, el kit 
incluye muestras de RNA de placenta y de músculo esquelético que fueron 
sometidos a los mismos pasos que nuestras muestras y que sirvieron como control 
del proceso. El primer paso consistió en una retrotranscripción a cDNA a partir de 
1 μg de RNA de cada una de las poblaciones, utilizando el kit SMART PCR cDNA 
sintesis (Clontech). Tras la síntesis de la primera cadena de cDNA, se procedió a la 
síntesis de la segunda, en donde se optimizó el proceso para cada una de las 
muestras utilizadas. Para ello se realizaron diferentes reacciones variando el 
número de ciclos de la PCR y se tomaron muestras de cada una de ellas. Tras 
observar en un gel las alícuotas recogidas en cada una de las reacciones, se 
determinó el número de ciclos idóneo para cada muestra y se sometió a las 
alícuotas procedentes de reacciones con un número de ciclos menores, a los ciclos 
restantes hasta completar el número óptimo. Una vez realizado este paso se paró la 
reacción añadiendo al medio EDTA 0,5M. Tras la obtención del cDNA de doble 
cadena, los productos resultantes de la población tester y driver se purificaron 
mediante cromatografía en columnas Chroma Spin 1000 (Clontech). El producto 
eluído se evaluó en un gel de agarosa para comprobar que el producto de PCR 
estuviese presente en la fracción purificada.   
 El producto purificado se sometió a una digestión con la enzima de 
restricción RsaI para generar fragmentos con extremos cohesivos, y de un tamaño 
menor a los previamente existentes. Estos nuevos fragmentos fueron necesarios 
para la posterior ligación con adaptadores. Tras la reacción enzimática, la calidad 
de la digestión se comprobó en un gel de agarosa utilizando una alícuota de 
muestra no sometida a la digestión, como control negativo. El producto digerido se 
purificó utilizando el kit de purificación NucleoTrap (Clontech).  
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 Una vez generados los fragmentos cohesivos tras la digestión con RsaI, el 
cDNA se sometió a la ligación con adaptadores suministrados por el kit de la 
sustracción (PCR-select cDNA subtraction). Los adaptadores sólo se ligaron a la 
población de cDNA tester y no a la driver. La población de cDNA tester se dividió 
en dos subpoblaciones (tester 1 y tester 2), cuya utilidad fue proporcionar la 
capacidad de generar una genoteca directa y otra reversa respectivamente. En 
nuestro caso, sólo se utilizó la subpoblación tester 1 ya que no se llevó a cabo la 
construcción de una genoteca reversa. A su vez, esta subpoblación se dividió en 
dos: tester 1-1 y tester 1-2, donde la diferencia radicó en el tipo de adaptador 
ligado. Así, en la tester 1-1 el adaptador utilizado para la ligación fue el 1 y en la 
tester 1-2 el adaptador utilizado recibió el nombre de 2R. Como los adaptadores, 
no poseían grupo fosfato en su extremo 5’ sólo se pudieron unir a los extremos 5’ 
de cada una de las hebras del cDNA, de tal forma que cada una de las moléculas de 
cDNA que unió adaptadores tenía dos: uno en cada cadena de DNA en su extremo 
5’. Con el fin de comprobar la calidad de la ligación, las muestras de músculo y 
placenta utilizadas como controles, se sometieron a una PCR utilizando como 
cebadores secuencias complementarias a los adaptadores recién ligados y 
combinaciones de uno de esos cebadores con cebadores que reconocen secuencias 
del gen de la enzima glicerol-3 fosfato-deshidrogenasa (G3PDH), presente en la 
muestra de cDNA de músculo y placenta. Las combinaciones de ambos cebadores 
dieron lugar a productos de diferentes tamaños que permitieron determinar cuál fue 
la calidad de la ligación.  
Una vez confirmada que la ligación de los adaptadores fue la correcta, se 
procedió a la primera de las hibridaciones. Las subpoblaciones tester 1-1 (cDNA 
tester hibridado con el adaptador 1) y tester 1-2 (cDNA tester hibridado con el 
adaptador 2R) se mezclaron separadamente con cDNA en exceso de la población 
driver. Tras una desnaturalización por aumento de la temperatura, se generaron los 
cuatro tipos de moléculas descritas en la Figura 1.1 (moléculas tipo “a”, “b”, “c” y 
“d”). Se realizó una segunda hibridación en donde las moléculas generadas tras la 
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primera de las hibridaciones en ambas subpoblaciones (tester 1-2  y tester 2-2), se 
mezclaron entre sí dando lugar a las mismas moléculas descritas en la Figura 1.1 y 
a un nuevo tipo de molécula flanqueada por los dos tipos de adaptadores (molécula 
de tipo “e”). Se realizó una reacción de amplificación por PCR utilizando como 
cebadores secuencias que reconocen a los adaptadores 1 y 2R, de tal forma que 
sólo aquellas moléculas que poseían ambos adaptadores fueron amplificadas 
exponencialmente. El resto de las moléculas generadas no amplificaron o su 
amplificación fue lineal. Las muestras se sometieron a una amplificación por PCR 
utilizando el siguiente ciclo: 
 
• 94 ºC 25 s. 
• 30 ciclos 
o 94ºC 10 s. 
o 66ºC 30 s. 
o 72ºC 1.5 min. 
 
Tras esta primera PCR, se realizó una nested PCR para reducir el 
background existente y enriquecer la muestra de secuencias expresadas de manera 
diferencial. El ciclo al que se sometieron las muestras fue el siguiente: 
 
• 10-12 ciclos 
o 94ºC 10 s. 
o 68ºC 30 s. 
o 72ºC 1.5 min. 
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a
b
c
d
cDNA tester + adaptador 1
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1: Esquema mostrando los distintos pasos para la construcción de una librería 
sustraída de cDNA y la generación de las distintas moléculas descritas en el texto. 
 
2.8. Ligación y transformación: 
Los productos obtenidos tras las distintas PCRs se ligaron en el vector pCR 
2.1 (Invitrogen) mediante el sistema de TA cloning donde se utilizó la 
complementariedad de bases (entre las adeninas obtenidas en los extremos del 
amplicón generado y las timinas presentes en el vector) para formar la nueva 
construcción tal y como se indica en la Figura 1.2. La reacción se llevó a cabo justo 
después de la reacción de PCR gracias a la acción catalítica de la ligasa, utilizando 
el producto fresco, sin haber sido congelado. La ligación se realizó durante toda la 
Población driver en exceso
cDNA tester + adaptador 2R
1ª hibridación
a
b
c
d
2ª hibridación
e
Se generan todas las moléculas anteriores y una nueva: “e”
Adición de los primers
Las moléculas “a”  y “d”  no amplifican.
Las moléculas tipo “b”  hibridan consigo mismas y no amplifican.
Las moléculas tipo “c”  sufren una amplificación lineal.
SÓLO LAS MOLÉCULAS TIPO “e” SUFREN AMPLIFICACIÓN EXPONENCIAL
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noche a 15ºC. Una vez transcurrido ese tiempo, la nueva construcción se 
transformó en bacterias competentes DH5α que, tras un choque de calor para 
favorecer la entrada del vector, se crecieron en medio líquido durante dos horas a 
37ºC con agitación. Posteriormente, los cultivos bacterianos crecidos se sembraron 
en placas de Luria-Bertani (LB) + Ampicilina + 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-
galactósido (X-gal) + Isopropyl-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Vector
pCR 2.1
T
T
+
PRODUCTOS OBTENIDOS EN LA PCR VECTORES ABIERTOS
LIGASA
A
A
A
A A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A Vector
pCR 2.1
T
T
Vector
pCR 2.1
T
T
Vector
pCR 2.1
T
T
T
T
A
A
T
T
 
 
Figura 1.2.: Esquema mostrando cómo los distintos productos obtenidos tras la nested-
PCR se ligaron en el vector pCR 2.1. Se muestra la ubicación de las adeninas (A) y de las 
timinas (T) encargadas de establecer el enlace por puentes de hidrógeno catalizado por la 
ligasa. 
 
El antibiótico se suplementó al medio para permitir el crecimiento 
exclusivo de aquellas bacterias resistentes al mismo. La resistencia vino dada por la 
presencia en el vector de clonación pCR 2.1 de un gen de resistencia a la 
ampicilina. La presencia de X-gal e IPTG (cromóforo e inductor respectivamente) 
A
A
T
T
A
A
TT
A
A
T
T
A
A
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permitió la generación de colonias azules (carentes de inserto) y colonias blancas 
(con inserto) que facilitaron el rastreo de las colonias positivas. El funcionamiento 
de estas dos moléculas se basa en la existencia en el vector de parte del operón lac, 
concretamente el gen lac Z que codifica para la enzima β-galactosidasa, de 
Escherichia coli. El sitio de clonaje múltiple del vector se haya justo en el medio 
del gen. Cuando no hay inserto el gen se encuentra íntegro y, en presencia del 
inductor IPTG se activa la transcripción del gen de la β-galactosidasa que es capaz 
de tornar a azul al cromóforo X-gal. Sin embargo, cuando un inserto se incorpora al 
vector, el gen queda interrumpido y el cromóforo se mantiene blanco tal y como se 
explica en la Figura 1.3. Tras la transformación, se realizó un rastreo mediante 
PCR, de aquellas colonias blancas para comprobar la presencia de inserto 
utilizando los cebadores M13F/R en el caso de la RT-PCR y los cebadores Nested 
Primer 1/2R en el caso de la SSH (Tablas 1.1 y 1.2).  
 
Tabla 1.2: Secuencias de los cebadores utilizados en la  SSH y en las PCRq que de ahí se 
derivaron. 
 
Nombre  Secuencia (5'Æ3') Sentido Tamaño Observaciones 
Nested Primer 1 TAGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT F 
Nested Primer 2R AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT R 
Depende del 
producto 
clonado 
Amplificación de los clones 
obtenidos en la SSH. 
Myticin 7F-F ATATTCCTCAAAACTCAAAACATTCA F 
Myticin 7F-R TTCAAGCTGAAAACGTCGAA R 
600 pb 
aprox. 
Diseñados a partir de de las 
formas de miticinas 
detectadas en la SSH. 
Mytilin B-F GTTATTCTGGCTATCGCTTG F 
Mytilin B-R GTATAATGTCAAACAGAACGGGTC R 
247 pb 
Diseñados a partir de la 
secuencia de la mitilina B. 
AN: AF162336. 
Collectin-F AGCCTCTGCAAATGCTGATT F 
Collectin-R CCAGATCCAAATTCCTGCAT R 
489 pb 
Diseñados a partir de la 
EST Mg_SSH01_03A10.     
AN: EH663473. 
Ficolin-F TGGCCGTTGTGATGTTCTAA F 
Ficolin-R CCTGACAAATGCAACAGTGG R 
755 pb 
Diseñados a partir de la 
EST Mg_SSH01_02G04.     
AN: EH663463. 
Mussel-18S-F GTACAAAGGGCAGGGACGTA F 
Mussel-18S-R CTCCTTCGTGCTAGGGATTG R 
120 pb 
Diseñados a partir de de las 
ESTs con homología a 18S 
detectadas en la SSH. 
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En este último caso, las colonias se picaron y crecieron individualmente en 
pocillos de placas de 96 con fondo en “U” durante una noche a 37ºC y con 
agitación usándose 150 μl de LB suplementado con ampicilina como medio de 
cultivo. En todas las placas se dejó un pocillo en donde no se inoculó ninguna 
colonia bacteriana usándose como control negativo. Al día siguiente, tras 
comprobar la existencia de crecimiento bacteriano por comparación de turbidez 
con el control negativo, se transfirieron 150 μl del cultivo recién crecido a una 
nueva placa de 96 pocillos en donde se añadieron 50 μl de LB con glicerol. Estas 
nuevas placas se congelaron progresivamente manteniéndolas durante 2 horas a 
4ºC, 2 horas a -20ºC y ya indefinidamente a -80ºC. El resto de cultivo remanente 
en las placas de crecimiento se usó como molde en la PCR que se realizó también 
en placas de 96. Los cebadores utilizados para la PCR fueron el Nested primer 1 y 
el Nested Primer 2R, que reconocen las secuencias de los adaptadores ligados a los 
insertos en el proceso de la SSH, tal y como se explicó previamente. El ciclo al que 
se sometieron las muestras fue el siguiente: 
 
• 94ºC 5 min. 
• 35 ciclos: 
o 94ºC 30 s. 
o 65ºC 30 s. 
o 72ºC 1.5 min. 
• 72ºC 7 min. 
 
Los productos de la PCR se evaluaron en un gel para comprobar la 
presencia/ausencia de inserto en las colonias picadas. Aquellos productos positivos 
se prepararon para su secuenciación, tal y como se indica en el siguiente apartado. 
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Operador Promotor Gen Lac Z
Operador Promotor Gen Lac Z
a) SIN INDUCTOR
β-galactosidasa
Operador Promotor Gen Lac Z
RNA 
polimerasa
Represor
X-gal
X-gal
b) CON INDUCTOR
b.1) SIN INSERTO: colonias azules
β-galactosidasa
Represor
IPTG
RNA 
polimerasa
X-gal
X-gal
b.2) CON INSERTO: colonias blancas
Represor
IPTG
RNA 
polimerasa
X-gal
X-gal
β-galactosidasa
 
 
Figura 1.3.: Esquema donde se muestra el comportamiento del operón en 3 situaciones 
diferentes. A) En ausencia de inductor IPTG, el represor se une al operador impidiendo que 
la RNA polimerasa se una al promotor y que, de este modo, se inicie la transcripción del 
gen y la síntesis de la β-galactosidasa. B) En presencia de IPTG el represor pierde su unión 
con el operador y el promotor queda libre para que la RNA polimerasa se pueda unir. Si el 
gen de la β-galactosidasa está íntegro (b.1), se sintetiza la proteína que es capaz de virar el 
color del X-gal de blanco a azul. Si el gen está interrumpido por el inserto de interés (b.2), 
la proteína no se sintetiza y las colonias se ven blancas.  
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2.9. Secuenciación de los clones positivos: 
 Los productos de PCR se sometieron a una limpieza enzimática antes de su 
secuenciación para eliminar el exceso de cebadores y de oligonucleótidos que 
pudiesen haber quedado al finalizar la reacción de amplificación. Los clones 
positivos se trataron con 10U de exonucleasa (ExoI) y 1U de fosfatasa alcalina 
(SAP) (Amersham-Biosciences). Las muestras se incubaron durante 60 min. a 37ºC 
grados y posteriormente se inactivaron las enzimas aumentando la temperatura a 
80ºC grados durante 15 min. Una vez trascurrida la reacción, el producto limpio se 
diluyó 1/10 en agua destilada. Un volumen de 10 μl de esta dilución se mezcló con 
1,5 μl del Nested Primer 1 a una concentración de 5 μM en el caso de la SSH y con 
el M13F en el caso de la RT-PCR. Esta mezcla se envió al servicio de 
secuenciación (Secugen - Centro de Investigaciones Biológicas, Madrid) donde las 
muestras se secuenciaron utilizando el kit Big Dye Terminador Cycle Sequencing 
Reading Reaction Kit (Applied Biosystems) mediante un secuenciador automático 
ABI 3730.  
 
2.10. Procesamiento y análisis de las ESTs: 
 Los electroferogramas se analizaron con el programa Chromas Pro 
Versión 1.33 (disponible en: http://www.technelysium.com). Las “Ns” presentes en 
los extremos finales de las secuencias se eliminaron manualmente, así como la 
contaminación por vector indicada por el programa VecScreen (disponible en la 
siguiente dirección web: (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html). 
Las muestras limpias de vector y de “Ns” se enviaron al BLASTx (Basic Local 
Aligment and Search Tool) (disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 
para comprobar su homología con las secuencias depositadas en el Gen Bank. En el 
caso de las ESTs obtenidas en la SSH, sólo aquellas secuencias con un valor 
esperado de homología superior o igual a 10-4 se utilizaron para el análisis de los 
resultados. La generación de clusters se llevó a cabo mediante el programa Cap3, 
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disponible en la siguiente dirección: http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php. (Huang y 
Madan, 1999). 
 
2.11. Estudios de expresión mediante PCR cuantitativa (PCRq): 
Para estudiar y cuantificar la expresión diferencial de una serie de genes 
implicados en respuesta inmune (miticina, mitilina B, colectina y ficolina) y 
seleccionados tras la realización de la SSH, se realizó una PCR en tiempo real a 
partir de cDNA de hemocitos de mejillón (controles y estimulados) utilizando 
SyBR Green master mix (ABI Biosystems, USA). Los cebadores utilizados para la 
reacción fueron los indicados en la Tabla 1.2. La amplificación se llevó a cabo 
utilizando el siguiente ciclo de PCR: 
 
• 95ºC 10 min. 
• 40 ciclos: 
o 95ºC 15 s. 
o 65ºC 1 min. 
 
La reacción se realizó mediante el 7300 Real Time PCR System (Applied 
Biosystems). El análisis de los datos se determinó utilizando el software propio del 
equipo. Este software determinó el valor del ciclo umbral o Ct, que representa el 
número de ciclos en los cuales la intensidad de la señal está significativamente por 
encima del background de fluorescencia. Las moléculas de SyBR Green se unieron 
a las moléculas de DNA de doble cadena recién sintetizadas y emitieron una 
fluorescencia proporcional al número de copias de DNA generadas durante la 
reacción. Esta propiedad permitió un análisis de las curvas de amplificación para 
determinar la detección de productos específicos.  
Los valores exponenciales obtenidos tras la realización de la PCR, se 
linealizaron para poder llevar a cabo el análisis de resultados descrito por Livak y 
Schmittgen (Livak y Schmittgen, 2001) y conocido como método 2-∆∆CT. La 
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expresión de los genes estudiados se calculó relativizando los valores de expresión 
obtenidos para cada uno de los genes candidatos con respecto a un gen conocido 
como housekeeping gene y que en nuestro caso fue el 18S de mejillón. La 
expresión diferencial para cada uno de los genes con respecto a su control, se 
calculó mediante división de los valores normalizados de los estimulados entre los 
valores normalizados de los controles. 
 Todas las reacciones se realizaron por duplicado y la estadística se llevó a 
cabo mediante el test t de Student. Los resultados se expresaron como media ± 
desviación estándar (DE). Las diferencias se consideraron estadísticamente 
significativas con una p< 0,05.  
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3. RESULTADOS: 
 
3.1. Clonación por homología: 
 Tras llevar a cabo una de las dos técnicas descritas en la introducción de 
este capítulo, la clonación por homología y, utilizando las 15 parejas de cebadores 
detalladas en la Tabla 1.1, se generaron un total de 26 EST. Los resultados 
obtenidos tras la secuenciación de las mismas se muestran en la siguiente tabla 
(Tabla 1.3). 
 
Tabla 1.3: Resultados obtenidos tras enviar al BLAST las secuencias obtenidas en la 
clonación por homología. (Último envío: Diciembre 2007). 
 
Secuencia Blastn e-value Blastx e-value tBlastx e-value cDNA 
S1576 
No 
similitud 
 - 
Posible proteína 2,2 
Proteína de 
reconocimien
to de β-
glucanos 
0,77 Control 
S1577 No similitud - No similitud - 
Receptor 
homólogo al 
del glutamato 
2,6 Control 
S1578 
No 
similitud 
 
- Posible proteína 3,4 Posible proteína 0,14 Control 
S1579 No similitud - No similitud - 
Proteína de 
unión a factor 
de 
crecimiento 
1,8 Control 
S1581 
Gen 
ribosomal 
16S 
9e-22 
Poly (3-
hidroxibutirato) 
depolimerasa) 
0,082 Posible proteína 0,001 Control 
S1584 
Gen 
ribosomal 
16S 
1e-05 
Dominio 
homólogo a la 
lipooxigenasa 
3e-05 
Dominio 
homólogo a 
la 
lipooxigenasa 
0,001 Control 
S1585 No similitud - Factor de splicing 0,001 
Factor de 
splicing 5e-04 Control 
S1586 No similitud - 
Proteína 
inhibidora de la 
apoptosis (IAP) 
1,2 
Proteína 
inhibidora de 
la apoptosis 
(IAP) 
0,52 Poly I:C 
S1587 No similitud - No similitud - No similitud - Poly I:C 
S1623 No similitud - 
Proteína de unión 
a la actina 3,4 
Gen de la 
cadena 
pesada de la 
IgM 
0,012 Poly I:C 
Resultados 
Tabla 1.3. Continuación: Resultados obtenidos tras enviar al BLAST las secuencias 
obtenidas en la clonación por homología. (Último envío: Diciembre 2007). 
 
Secuencia Blastn e-value Blastx e-value tBlastx e-value cDNA 
S1692 No similitud - No similitud - 
Gen 
ribosomal 
16S 
0,27 Glucanos 
S1693 No similitud - Posible proteína 1,5 
No 
similitud - Glucanos 
S1694 No similitud - Posible proteína 7,6 
No 
similitud - Glucanos 
S1695 No similitud - 
Factor de 
splicing 4e-12 
Posible 
proteína 2e-13 Glucanos 
S1696 No similitud - Posible proteína 4,5 
No 
similitud - Glucanos 
S1700 No similitud - IAP 1,2 IAP 0,12 Poly I:C 
S2017 No similitud - 
Similar a la β- 
subunidad de la 
Na/D-glucosa 
5,5 Posible proteína 0,71 Poly I:C 
S2026 No similitud - Pinina 0,18 
Posible 
proteína 3e-04 Glucanos 
S2030 No similitud - No similitud - 
No 
similitud - Glucanos 
S2031 No similitud - Posible proteína 4,4 
Espaciador 
intergénico 1,5 Glucanos 
S2088 No similitud - Miosina 4e-28 Miosina 5e-33 Glucanos 
S2089 No similitud - 
Proteína 
ribosomal 40S 2e-23 
Proteína 
ribosomal 
Rps12 
1e-40 Glucanos 
S2232 No similitud - 
Proteína 
ribosomal S12 8e-12 
No 
similitud - Poly I:C 
S2241 No similitud - 
Posible 
proteína 1e-10 
Proteína 
ribosomal 
S27 
1e-23 Poly I:C 
S2243 No similitud - 
Proteína 
homóloga a 
Ras 
1e-24 
Proteína 
homóloga 
a Ras 
2e-27 Poly I:C 
S2245 No similitud - 
Posible 
proteína 6e-15 
Gen 
espaciador 
ITS-2 
9e-72 Poly I:C 
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Teniendo en cuenta los valores de homología obtenidos para el BlastX, se 
observó que solamente un 30,8 % de las ESTs mostraron un valor esperado de 
homología (e-value) ≤ 10-4 (resultados marcados en rojo en la Tabla 1.3). Los 
escasos análisis de clusterización que se pudieron realizar con esas 8 ESTs, 
revelaron que las secuencias analizadas no guardaron la homología suficiente entre 
sí como para ser agrupadas en clusters, tratándose, por lo tanto, de secuencias 
únicas, tal y como se resume en la siguiente tabla (Tabla 1.4). 
 
Tabla 1.4: Resumen de la clusterización para la clonación por homología (sólo para ESTs 
con e-value ≤ 10 -4). 
 
Característica Nº de secuencias 
Nº total de secuencias 26 
Nº de secuencias únicas 26 
Nº de clusters 0 
Redundancia (ESTs en clusters/ nº total de ESTs) 0 % 
 
Entre las secuencias analizadas se encontró 1 ESTs con homología a la 
proteína Ras, implicada en transducción de señales (S2243), 1 EST que contenía un 
dominio homólogo al de la lipooxigenasa, enzima implicada en procesos pro-
inflamatorios (S1584) y 2 ESTs con alta homología a proteínas ribosomales (S2089 
y S2232). Un total de 2 ESTs (S2088 y S1623) mostraron homología con proteínas 
relacionadas con el citoesqueleto (miosina y unión a la actina respectivamente) y 
en la secuencia S2026 se encontró cierta similitud con la pinina, proteína implicada 
en procesos de adhesión celular, entre otras funciones. Además y, a pesar de que su 
e-value ha sido menor que el valor arbitrario establecido para los análisis de 
clusterización y adscripción a categorías funcionales, una de las ESTs encontradas 
mostró cierta homología, con una Proteína Inhibidora de la Apoptosis (IAP) 
(S1586). Sin embargo, en la mayoría de las ESTs secuenciadas no se encontró 
similitud con proteínas relacionadas con el sistema inmune. La adscripción a 
categorías funcionales, no se llevó a cabo debido al escaso número de ESTs con e-
value ≤ 10-4.  
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 Las homologías encontradas, en ningún caso coincidieron con la secuencia 
que esos cebadores reconocen en vertebrados.   
 
3.2. SSH: 
  El número de clones analizados por PCR en cada una de las dos librerías 
fue de 768, aunque tan sólo se secuenciaron 228 y 122 para la SSH01 (SSH 
realizada tras estimulación bacteriana) y SSH02 (SSH realizada tras estimulación 
con poly I:C) respectivamente.  
Para todos los análisis que se muestran a continuación, sólo se utilizaron 
aquellas secuencias cuyo valor de homología esperado fuese ≤ 10-4. Así, agrupando 
los valores de las dos librerías substractivas realizadas, el total de ESTs procesadas  
fue de 283 (228 para SSH01 y 55 para SSH02). El total de ESTs con valor de 
homología ≤ 10-4 se agruparon en 157 (130 para SSH01 +27 para SSH 02) clusters, 
siendo el valor restante, 126 ESTs (283-157), las que se constituyeron como 
secuencias de copia única (SU). Estos datos revelaron un valor de redundancia en 
el conjunto de las dos librerías del 55,5% tal y como se aprecia en la Tabla 1.6 
 
Tabla 1.6: Resumen de la clusterización llevada a cabo para las dos SSH realizadas 
(SSH01 y SSH02) (sólo para ESTs con e-value ≤10 -4). Los datos se presentan como la 
suma de datos de ambas librerías. 
 
Característica Nº de secuencias 
Nº total de secuencias 283 
Nº de secuencias únicas 126 
Nº de clusters 157 
Redundancia (ESTs en clusters/ nº total de ESTs) 55,5% 
 
La generación de los clusters o grupos, se llevó a cabo realizando 
alineamientos entre las secuencias que mostraron un valor de homología esperado 
≤ 10-4.  Aquellas ESTs que compartieron la misma secuencia (total o parcial), se 
agruparon dentro del mismo cluster. Los resultados que se muestran en las Tablas 
1.7 y 1.10, son los obtenidos tras el envío al BlastX de las secuencias consenso 
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resultantes de cada cluster. Aquellos grupos donde sólo se agrupó una secuencia no 
fueron considerados como clusters y sí como secuencias de copia única. 
 
Estudiando los resultados de la SSH01 (hemocitos estimulados con una 
mezcla de bacterias muertas) (Tabla 1.7) se observó que de un total de 228 ESTs 
secuenciadas, 150 de ellas mostraron valores de homología esperados ≤ 10-4 para el 
BlastX, lo que supuso un  65,8 % del total. Un número de 20 ESTs se clasificaron 
como secuencias únicas, siendo las 130 restantes agrupadas en 25 clusters 
distintos. Esto supuso un valor de redundancia de casi el 86,6% (Tabla 1.8). 
 
Tabla 1.7: Resumen de los resultados del Blastx de la SSH01 (sólo para ESTs con e-value 
≤ 10 -4). Las secuencias de copia única  (SU) se muestran en sombreado amarillo. 
 
Cluster / SU Nº ESTs BLASTX e-value Organismo 
SSH01-01 7 Precursor de la Miticina B 3 e-19 Mytilus galloprovincialis 
SSH01-02 19 Precursor de la Miticina B 2 e-36 Mytilus galloprovincialis 
SSH01-03 4 Precursor de la Mitilina B 4 e-32 Mytilus galloprovincialis 
SSH01-04 13 Gen del manto 5 e-04 Pinctada fucata 
SSH01-05 14 Apextrina 6 e-06 Branchiostoma belcheri 
SSH01-06 6 Similar al receptor de la IgE 6 e-14 Bos taurus 
SSH01-07 2 HSP 90 1 e-64 Haliotis tuberculata 
SSH01-08 2 Proteína ribosomal L28 2 e-40 Sipunculus nudus 
SSH01-09 7 Proteína ribosomal S11 1 e-08 Brugia malayi 
SSH01-10 2 Proteína ribosomal L6 6 e-64 Strongylocentrotus purpuratus 
SSH01-11 2 Proteína ribosomal L10a 6 e-16 Sipunculus nudus 
SSH01-12 5 Actina 1 e-65 Cyrenoida floridana 
SSH01-13 3 Actina 2 e-56 Biomphalaria glabrata 
SSH01-14 7 Proteína reguladora del AMPc 2 e-23 Bombyx mori 
SSH01-15 7 NADH-DH 4 e-18 Aedes aegypti 
SSH01-16 2 Endonucleasa G 4 e-17 Danio rerio 
SSH01-17 2 Tubulina 3 e-77 Gallus gallus 
SSH01-18 3 Citocromo c oxidasa 1 e-60 Mytilus galloprovincialis 
SSH01-19 5 Proteína asociada a DAZ 3 e-20 Danio rerio 
 85
Resultados 
Tabla 1.7. Continuación: Resumen de los resultados de la SSH01 (sólo para ESTs con e-
value ≤ 10 -4). Las secuencias de copia única (SU) se muestran en sombreado amarillo. 
 
Cluster /SU Nº ESTs BLASTX e-value Organismo 
SSH01-20 2 Glicoproteína 251 6 e-40 Aedes aegypti 
SSH01-21 4 Proteína similar a Ac1147 4 e-34 Diaphorina citri 
SSH01-22 5 Hidrolasa de la pared celular 7 e-05 Microscilla marina 
SSH01-23 2 Posible proteína 3 e-14 Vitis vinifera 
SSH01-24 2 Endonucleasa 2 e-13 Danio rerio 
SSH01-25 3 Ficolina 7 e-48 Macaca mulatta 
SSH01-SU 01 1 HSP90 1 e-22 Guillardia theta 
SSH01-SU 02 1 HSP90 1 e-99 Haliotis tuberculata 
SSH01-SU 03 1 HSP90 9 e-41 Crassostrea gigas 
SSH01-SU 04 1 Proteína ribosomal P1 5 e-23 Plutella xylostella 
SSH01-SU 05 1 Proteína ribosomal S12 9 e-30 Sipunculus nudus 
SSH01-SU  06 1 Proteína ribosomal L6 5 e-09 Chinchilla lanigera 
SSH01-SU 07 1 Actina 2 e-19 Biomphalaria glabrata 
SSH01-SU 08 1 Actina 8 e-34 Crassostrea ariakensis 
SSH01-SU 09 1 Posible proteína 2 e-16 Danio rerio 
SSH01-SU 10 1 Ciclofilina A 6 e-44 Xenopus laevis 
SSH01-SU 11 1 Proteína Dazap1 2 e-20 Danio rerio 
SSH01-SU 12 1 Subunidad β2 del proteasoma 1 e-61 Danio rerio 
SSH01-SU 13 1 Factor de elongación 1α 6 e-82 Mytilus galloprovincialis 
SSH01-SU 14 1 Metaloproteinasa 3 e-08 Strongylocentrotus purpuratus 
SSH01-SU 15 1 Galectina 4 1 e-23 Haliotis discus  
SSH01-SU 16 1 Proteína similar a Hex 8 e-39 Strongylocentrotus purpuratus 
SSH01-SU 17 1 Ficolina 2 e-18 Strongylocentrotus purpuratus 
SSH01-SU 18 1 Agrecan 1 7 e-07 Mus musculus 
SSH01-SU 19 1 Galaxina 1 e-11 Galaxea fascicularis 
SSH01-SU 20 1 Posible proteína 4 e-28 Nematostella vectensis 
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Tabla 1.8: Resumen de la clusterización llevada a cabo para la SSH01 (sólo para ESTs con 
e-value ≤ 10 -4).  
 
Característica Nº de secuencias 
Nº total de ESTs secuenciadas 228 
Nº de ESTs con un e- value ≤ 10-4 150 
Nº de secuencias únicas 20 
Nº de clusters 25 
Redundancia (ESTs en clusters/ nº total de ESTs) 86,6% 
 
Figura 1.5: Porcentaje de ESTs pertenecientes a cada 
categoría funcional.   
 Tras el análisis de los resultados de las librerías, se realizó una 
clasificación con respecto a su categoría funcional (Tabla 1.9). La categoría que 
albergó a la mayoría de las secuencias fue la de “Respuesta Inmune” con un total 
de 45 ESTs. Dentro de este grupo, los transcritos más representados 
correspondieron con aquellos que presentaron homología con Péptidos 
AntiMicrobianos (AMPs). Estos AMPs constituyeron además, las secuencias más 
abundantes dentro de toda la SSH01. Un total de 6 ESTs presentaron homología 
con el receptor de la 
inmunoglobulina E (IgE) y 
otras 5 con el gen que 
codifica para la proteína de 
choque térmico 90 (HSP 
90). Para completar el 
grupo de los genes 
implicados en respuesta 
inmune, cabe destacar las 4 
ESTs detectadas con 
homología a ficolina. Dentro del grupo funcional de genes relacionados con el 
“Ciclo celular” se detectaron 13 secuencias con homología a un gen adscrito como 
“gen del manto” el cual presentó un dominio parecido al del Factor de Necrosis 
Tumoral (TNF) y al presente en el C1q, proteína implicada en la vía clásica de 
activación del complemento. Estas ESTs, junto con las que presentaron homología 
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con la apextrina (un total de 14) constituyeron la mayor representación de este 
bloque de genes. El resto de las ESTs detectadas se agruparon en 4 categorías 
diferentes presentando los porcentajes que se muestran en la Figura 1.5. 
 
Tabla 1.9: Resumen de la clasificación de las ESTs con respecto a su categoría funcional 
SSH01 (sólo para ESTs con e-value ≤ 10 -4). 
 
Categoría 
funcional 
Resultados 
del Blastx Clusters 
Secuencias 
únicas Nº total de ESTs 
Precursor de la Miticina B 2 0 26 
Precursor de la Mitilina B 1 0 4 
Similar al receptor de la IgE 1 0 6 
Proteína de choque térmico 90 1 3 5 
Ficolina 1 1 4 
Ciclofilina 0 1 1 
Respuesta inmune 
Galectina 4 0 1 1 
Gen del manto 13 1 13 
Factor elongación 0 1 1 Ciclo celular 
Apextrina 1 14 14 
L28 2 0 2 
S11 7 0 7 
L6 2 1 3 
L10a 2 0 2 
P1 0 1 1 
Ribosomales 
S12 0 1 1 
Actina 2 2 10 
Citoesqueleto 
Tubulina 1 2 2 
Proteína reguladora AMPc 1 7 7 
NADH-DH 1 7 7 
Citocromo c oxidasa 1 3 3 
Endonucleasa 1 0 3 
Hidrolasa 1 0 5 
Subunidad β2del proteasoma 0 1 1 
Hex 0 1 1 
Dazap1 0 1 1 
Asociada a DAZ 1 0 5 
Metaloproteinasa 0 1 1 
Agrecán I 0 1 1 
Galaxina 0 1 1 
Otros 
 
Glicoproteína 251 1 0 2 
Ac1147 1 0 4 
Función desconocida 
Posible proteína 2 2 4 
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Los mismos análisis que los descritos previamente para la SSH01, se 
llevaron a cabo con la SSH02 (hemocitos estimulados con poly I:C). Los resultados 
obtenidos tras el envío al BlastX de las secuencias consenso de cada cluster, se 
muestran en la Tabla 1.10. Como ya se ha comentado, el número de clones 
analizados por PCR fue de 768 aunque el número de secuenciados se redujo a 122. 
Para esta librería, el número de ESTs con un valor de homología ≤ 10-4 y con las 
que se analizaron todos los análisis de clusterización fue de 55. En este caso tan 
sólo se formaron 5 clusters, siendo el resto de las ESTs secuencias únicas (SU) 
(Tabla 1.10). Al igual que en el caso de la SSH01, fueron las ESTs con homología 
a AMPs, los resultados más representativos con un total de 26 secuencias 
agrupadas en 4 clusters y una secuencia única. 
 
Tabla 1.10: Resumen de los resultados de la SSH02 (sólo para ESTs con e-value ≤ 10 -4). 
Las secuencias de copia única (SU) se muestran en sombreado amarillo. 
 
Cluster / SU Nº ESTs BLASTX e-value Organismo 
SSH02-01 11 Precursor de la Miticina A 3 e-22 Mytilus galloprovincialis  
SSH02-02 4 Precursor de la Miticina B 1e-20 Mytilus galloprovincialis  
SSH02-03 8 Precursor de la Miticina B 1e-36 Mytilus galloprovincialis  
SSH02-04 2 Precursor de la Mitilina B 3 e-37 Mytilus galloprovincialis  
SSH02-05 2 Proteína de unión a metales pesados 4 e-17 Mytilus edulis 
SSH02-SU 01 1 Precursor de la Mitilina B 2 e-37 Mytilus galloprovincialis  
SSH02-SU 02 1 Posible proteína 1 e-06 Danio rerio 
SSH02-SU 03 1 Proteína de unión a metales pesados 2 e-04 Mytilus edulis 
SSH02-SU 04 1 Actina 3 e-66 Cyrenoida floridana 
SSH02-SU 05 1 Actina 1 e-64 Cyrenoida floridana 
SSH02-SU 06 1 Apextrina 3 e-20 Branchiostoma belcheri 
SSH02-SU 07 1 Timosina 7 e-13 Homo sapiens 
SSH02-SU 08 1 Similar al receptor de la IgE 2 e-14 Strongylocentrotus purpuratus 
SSH02-SU 09 1 Proteína asociada a DAZ 3 e-19 Danio rerio 
SSH02-SU 10 1 Miosina 1 e-50 Mizuhopecten yessoensis 
SSH02-SU 11 1 Lectina tipo C 2 e-12 Carassius auratus 
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Tabla 1.10. Continuación: Resumen de los resultados de la SSH02 (sólo para ESTs con e-
value ≤ 10 -4). Las secuencias de copia única (SU) se muestran en sombreado amarillo. 
 
Cluster / SU Nº ESTs BLASTX e-value Organismo 
SSH02-SU 12 1 ATPasa 7 e-31 Xenopus tropicalis 
SSH02-SU 13 1 Ribonucleoproteína D2 2 e-47 Chlamys farreri 
SSH02-SU 14 1 Proteína de unión al ribosoma1 2 e-15 Xenopus tropicalis 
SSH02-SU 15 1 Factor de elongación 1 6 e-11 Manduca sexta 
SSH02-SU 16 1 Factor de traducción 2B 7 e-12 Macaca fascicularis 
SSH02-SU 17 1 Citocromo c oxidasa 1 e-63 Mytilus galloprovincialis 
SSH02-SU 18 1 Proteína disulfuro isomerasa 4 e-09 Oxyuranus scutellatus 
SSH02-SU 19 1 Gen homólogo a ras 5 e-08 Gallus gallus 
SSH02-SU 20 1 Mucina 3 e-19 Xenopus laevis 
SSH02-SU 21 1 Hidrolasa asociada a la pared celular 8 e-05 Microscilla marina 
SSH02-SU 22 1 Posible proteína 1 e-30 Danio rerio 
SSH02-SU 23 1 Proteína vacuolar 7 e-25 Aedes aegypti 
SSH02-SU 24 1 Factor de traducción 4 e-12 Apis mellifera 
SSH02-SU 25 1 Proteína nucleolar 5A 8 e-75 Xenopus laevis 
SSH02-SU 26 1 Formil-glutationhidrolasa 5 e-66 Monodelphis domestica 
SSH02-SU 27 1 Macoilina 2 3 e-42 Nasonia vitripennis 
SSH02-SU 28 1 Proteína disulfuro isomerasa 4 e-05 Oxyuranus scutellatus 
 
 
 
 
Tabla 1.11: Resumen de la clusterización para la SSH02 (sólo para ESTs con e-value        
≤ 10 -4). 
 
Característica Nº de secuencias 
Nº total de ESTs secuenciadas 228 
Nº de ESTs con un e- value ≤ 10-4 55 
Nº de secuencias únicas 28 
Nº de clusters 5 
Redundancia (ESTs en clusters/ nº total de ESTs) 49% 
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Figura 1.6: Porcentaje de ESTs pertenecientes a cada 
categoría funcional. 
Una vez más se realizó una clasificación de las ESTs con respecto a su 
categoría funcional (Tabla 1.12). Al igual que en el caso de la SSH01, la categoría 
de “Respuesta Inmune” agrupó a la mayoría de las ESTs, con un total de 29 
secuencias, donde 26 de ellas mostraron homología con AMPs. Dentro de este 
grupo aparecieron también 3 secuencias únicas con homología al receptor de la Ig 
E, a lectina tipo C y a mucina respectivamente. La siguiente categoría, por 
abundancia de representación, fue la correspondiente a “Ciclo celular” formada por 
5 ESTs, procedentes todas de secuencias únicas y con homología a factores de 
traducción y transcripción, 
así como a apextrina. El 
resto de las secuencias de 
esta librería, un total de 
22, se agruparon en las 4 
categorías restantes. Los 
porcentajes de cada una de 
las categorías con respecto 
al total, se pueden 
visualizar en la Figura 1.6.  
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Tabla 1.12: Resumen de la clasificación de las ESTs con respecto a su categoría funcional 
SSH02 (sólo para ESTs con e-value ≤ 10 -4). 
 
Categoría 
funcional 
Resultados 
del Blastx Clusters 
Secuencias 
únicas 
Nº total 
de ESTs 
Precursor de la Miticina A 1 0 11 
Precursor de la Miticina B 2 0 12 
Precursor de la Mitilina B 1 1 3 
Similar al receptor de la IgE 0 1 1 
Lectina tipo C 0 1 1 
Respuesta Inmune 
Mucina 0 1 1 
Apextrina 0 1 1 
Factor de elongación 0 2 2 Ciclo celular 
Factor de traducción 0 2 2 
Ribonucleoproteína D2 0 1 1 
Ribosomales 
Proteína de unión al ribosoma 0 1 1 
Actina 0 2 2 
Timosina 0 1 1 Citoesqueleto 
Miosina 0 1 1 
Proteína de unión a metales pesados 1 1 3 
Proteína asociada a DAZ 1 0 1 
ATPasa 1 0 1 
Citocromo c oxidasa 1 0 1 
Proteína disulfuro isomerasa 0 2 2 Otros 
Proteína asociada a la pared celular 1 0 1 
Proteína nucleolar 5A 0 1 1 
Macoilina 2 0 1 1 
Gen homólogo a ras 0 1 1 
Posible proteína 0 2 2 
Formil-glutationhidrolasa 0 1 1 Función desconocida 
Proteína vacuolar 0 1 1 
 
 
3.3. PCR cuantitativas (PCRq): 
Para validar los resultados encontrados en las dos SSH realizadas, se 
llevaron a cabo PCRq de varios genes detectados en las librerías e implicados en 
respuesta inmune: (miticina, mililina, ficolina y lectina tipo C). Los resultados se 
muestran como la relación entre la expresión de cada uno de los genes analizados 
con respecto a la expresión del gen del 18S, que actuó como control del 
experimento. En cuanto a la expresión de los AMPs, tanto la miticina como la 
mitilina presentaron una expresión significativamente mayor en el caso de los 
 92
                                             Expresión diferencial de genes implicados en respuesta inmune 
hemocitos estimulados, siendo en ambos casos, la expresión de los hemocitos 
estimulados con bacteria mayor que los estimulados con poly I:C. Una tendencia 
muy parecida se detectó en el caso de la lectina de tipo C. La diferencia entre los 
estimulados con poly I:C y bacteria no fue tan grande como en el caso de los 
AMPs, pero ambas estimulaciones presentaron valores significativamente mayores 
que en el caso de los controles. La expresión de la ficolina, se vio levemente 
incrementada en el caso de la estimulación con bacterias, no llegando a ser 
significativa. Sin embargo, la expresión se redujo con respecto al control en el caso 
de la estimulación con poly I:C. Los valores absolutos de expresión en el caso de la 
ficolina fueron del orden de 100 veces inferiores que en los tres casos 
anteriormente descritos (Figura 1.7). 
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Figure 1. 6: Resultados de las PCRq donde se representan la expresión de la miticina (A), 
mitilina (B), lectina tipo C (C) y ficolina (D) con respecto al gen constitutivo 18S. Se 
representa la media ± DE (n=2) de las réplicas utilizadas en la PCRq.  
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4. DISCUSIÓN: 
 
En el presente capítulo se han llevado a cabo dos aproximaciones para 
intentar descifrar cuales pueden ser los mecanismos moleculares implicados en la 
respuesta inmune del mejillón del Mediterráneo, Mytilus galloprovincialis.  
Una de las técnicas utilizadas ha sido la de clonación por homología que 
consistió en utilizar cebadores de citoquinas de peces para intentar detectar algún 
gen homólogo en mejillón. Los resultados encontrados no fueron plenamente 
satisfactorios ya que fueron muy pocas las ESTs donde se encontró un buen valor 
esperado de homología. La mayoría de los resultados no mostraron homología con 
genes implicados en respuesta inmune, siendo las ESTs de homología desconocida 
las más representativas. Sin embargo, y pese a no tener una implicación directa con 
el sistema inmune, se detectó una EST con homología al gen ras. La proteína Ras 
es un miembro de la familia de las proteínas de unión a GTP, conocidas como 
proteínas G (Hall, 1990), que han sido identificadas en multitud de organismos 
eucariotas, desde levaduras hasta humanos (Bourne et al., 1990). En mejillón se ha 
descrito una secuencia parcial de este gen (AN DQ305041), aunque su función 
todavía no se ha caracterizado. Al menos en otros organismos, esta proteína está 
implicada en cascadas de transducción de señales donde entre los efectores finales 
de la ruta se pueden encontrar factores de transcripción que activan la expresión 
génica (Takai et al., 2001). Además parece que el gen ras puede estar implicado en 
procesos de desarrollo, proliferación y diferenciación celular (Maduale y Axel, 
1985). La EST con homología a ras detectada en este trabajo se encontró tras tratar 
a los animales con una solución de poly I:C, molécula que mimetiza los efectos de 
un virus (Falcoff et al., 1970). Se ha demostrado en vertebrados, que el poly I:C es 
capaz de inducir la expresión de ras (Maran et al., 1990). Aunque en el mejillón 
este dato todavía no está descrito, un mecanismo celular similar podría estar 
ocurriendo.  
Discusión 
Otra de las ESTs que presentó un valor de homología por encima del 
umbral arbitrariamente marcado, mostró un dominio homólogo al presente en la 
lipooxigenasa. La lipooxigenasa es una enzima implicada en la formación de 
leucotrienos a partir del ácido araquidónico (Samuelsson, 1983). Han sido muy 
diversas las funciones descritas para los leucotrienos en distintas especies, desde su 
implicación en procesos reproductivos (Maskrey et al., 2005) hasta su papel en la 
activación de la quimiotaxis y adhesión de neutrófilos en mamíferos (Palmblad et 
al., 1981). A pesar de que se deben llevar a cabo más estudios en mejillón para 
poder concluir que pueden estar ocurriendo mecanismos similares, cualquiera de 
las funciones previamente descritas para la lipooxigenasa podría estar sucediendo 
en los hemocitos analizados. Pese a que esta EST fue detectada en hemocitos 
control, los procesos de quimiotaxis podrían haber sido estimulados por el 
pinchazo de la aguja, al provocar un daño tisular y migración celular hacia el lugar 
de la herida para reparar el tejido dañado (Cheng y Howland, 1979; Cheng 1981; 
1984; Acosta-Salmón y Southgate, 2006).  
Entre las ESTs detectadas, hubo dos secuencias que mostraron homología, 
aunque muy baja, con el gen codificante de la proteína inhibidora de la apoptosis 
(IAP). La IAP es una familia de proteínas conservadas con actividad antiapoptótica 
cuyo dominio activo es conocido como “Baculoviral IAP Repeat” (BIR) por haber 
sido descrito por primera vez en Baculovirus (Crook et al., 1993; Birnbaum et al., 
1994). La presencia de este dominio es lo que convierte a las IAP en proteínas 
reguladoras ya que tienen capacidad de unión a caspasas inactivando la función de 
muerte celular (Deveraux y Reed, 1999). Además de los papeles de regulación de 
la apoptosis se ha descrito recientemente una posible implicación inmune de estas 
proteínas, ya que las IAP parecen tener un papel fundamental en la cascada Imd 
(ImMune Deficiency) de Drosophila (Kleino et al., 2005; Gesellchen et al.,  2005; 
Conte et al., 2006; Leulier et al., 2006). Pese a que la ruta Imd es 
fundamentalmente activada por bacterias y en nuestro caso las ESTs fueron 
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detectadas tras una estimulación con poly I:C, quizás más estímulos desconocidos 
hasta la fecha, podrían estar implicados en la activación de las IAP. Sin embargo, 
sería conveniente encontrar valores de homología más elevados antes de formular 
hipótesis sobre la posible activación de las IAPs tras la estimulación con este 
agonista viral.  
Ante la escasa representación de ESTs implicadas en respuesta inmune 
detectadas tras la clonación por homología, se decidió abordar el estudio mediante 
otro tipo de técnica: Sustracción de librerías o SSH. Esta técnica permite conocer 
qué genes se expresan en condiciones de estimulación con respecto a los que se 
expresan en condiciones basales. El número de ESTs implicadas en respuesta 
inmune y detectadas tras la SSH superó al encontrado tras la clonación por 
homología, sugiriendo que la SSH es una técnica más sensible y eficiente en la 
búsqueda de transcritos diferencialmente expresados.  
Hasta la fecha han sido varios los estudios llevados a cabo en moluscos 
bivalvos sobre la identificación de genes y el estudio de su expresión, 
concretamente en ostra (Jenny et al., 2002; Gueguen et al., 2003; Tanguy et al., 
2004; Quilang et al., 2007), almeja (Kang et al., 2006; Gestal et al., 2007), vieira 
(Song et al., 2006a) y mejillón (Bultelle et al., 2002; Venier et al., 2003; Venier et 
al., 2006).  
El análisis de las secuencias descritas hasta la fecha en mejillón, revelaron 
que la mayoría de los transcritos encontrados, mostraban homología con genes 
ribosomales y estructurales, estando las proteínas implicadas en el citoesqueleto 
muy representadas en el último de los grupos. En el trabajo de Venier et al., 2003, 
tan sólo un bajo número de ESTs mostraron homología con genes relacionados con 
el sistema inmune como por ejemplo el gen codificante para la proteína de unión a 
β-glucanos y a lipopolisacárido (LPS), algunos constituyentes del proteasoma, 
lectinas y algún transcrito con homología a AMP, en concreto a la miticina A 
(Venier et al, 2003). Estos son, por lo tanto, los únicos resultados descritos hasta la 
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fecha sobre posibles genes implicados en respuesta inmune en el mejillón del 
Mediterráneo, Mytilus galloprovincialis.  
Sin embargo en las librerías descritas en este capítulo, el resultado más 
llamativo encontrado en los dos tipos de SSH ha sido el elevado número de 
péptidos antimicrobianos (AMPs) detectados, representando el 20 y 47,2 % del 
total en SSH01 y SSH02 respectivamente. Estos valores de porcentaje convirtieron 
a los AMPs en los transcritos más representados de ambas librerías.  
Los AMPs son pequeñas moléculas catiónicas con actividad bactericida, 
antifúngica y antiviral que forman parte de los mecanismos de defensa humorales 
presentes en el mejillón. Hasta la fecha, han sido 4 los tipos de AMPs detectados 
en el mejillón del Mediterráneo: miticinas (Mitta et al., 1999a), mitilinas (Mitta et 
al., 2000a), defensinas (Hubert et al.,  1996; Mitta et al., 1999b) y un péptido 
parcialmente caracterizado conocido como mitimicina (Charlet et al., 1996). En 
nuestras librerías no hemos encontrado ninguna EST con homología a mitimicina, 
lo cual puede ser explicado porque este péptido no ha sido caracterizado 
completamente y además se ha detectado en el mejillón azul, Mytilus edulis, pero 
no hay datos de su presencia en el mejillón del Mediterráneo, Mytilus 
galloprovincialis. Uno de los resultados más llamativos fue la ausencia de ESTs 
con homología a defensina. Así como las miticinas y mitilinas han sido 
caracterizadas solamente en mejillón (Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 2000a) y en 
almeja (Gestal et al., 2007), las defensinas parecen estar más conservadas a lo 
largo de la evolución ya que se encuentran presentes en un mayor número de 
especies. En moluscos bivalvos estos AMPs han sido caracterizados no sólo en 
mejillón, sino también en ostra (Seo et al., 2005; Gueguen et al., 2006; González 
et al., 2007) y vieira (Zhao et al., 2007a). Además, su existencia se ha demostrado 
en una gran variedad de organismos desde artrópodos, peces y reptiles, hasta 
plantas y hongos (Wong et al., 2007). La ausencia de ESTs con homología a 
defensina en las dos SSH realizadas sugiere que los estímulos utilizados para la 
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construcción de nuestras librerías no producen la activación de la expresión génica 
de estos AMPs. Estos resultados están en conformidad con lo previamente 
publicado para mejillón, donde se ha demostrado mediante análisis de Northern-
Blot, que la expresión de la defensina se reduce tras una estimulación bacteriana y 
se incrementa tras un estímulo físico y de choque térmico (Mitta et al., 2000b). 
Esto explicaría la ausencia de defensinas en nuestras librerías sugiriendo que sólo 
se detectarían si hubiésemos construido y analizado las librerías reversas donde se 
analizan los transcritos que dejan de expresarse en condiciones de estimulación.  
El elevado número de secuencias detectadas con homología a AMPs en los 
dos tipos de SSH realizadas, donde los estimulantes han sido de naturaleza 
diferente, sugiere que el papel de estos péptidos en los mecanismos de defensa del 
mejillón debe de ser primordial. Los datos de expresión obtenidos tras la 
realización de las PCRs en tiempo real, revelaron que la expresión de la miticina y 
mitilina se incrementa tras la adición de un estímulo, lo que refuerza el argumento 
de la casi total ausencia de estos tipos de AMPs en la librería de Venier et al. 
(2003), por haber sido realizadas en mejillones no estimulados.  
Además de los AMPs y en un número significativamente inferior, se han 
detectado otras secuencias con posible implicación en los mecanismos de defensa. 
Entre las ESTs clasificadas como implicadas en respuesta inmune destacan 
los transcritos con homología a las secuencias codificantes para la proteína de 
choque térmico (HSP) que han aparecido dentro de los resultados de la SSH01. Las 
HSP son consideradas una familia ubicua de proteínas debido a su alto grado de 
distribución y de conservación a nivel filogenético, ya que se pueden encontrar en 
multitud de organismos diferentes (Craig, 1985). Su función, en condiciones 
normales en la célula, es actuar como chaperonas ayudando a las proteínas en su 
plegamiento, teniendo un papel fundamental en procesos de desarrollo y de 
diferenciación celular (Schlesinger, 1990). Sin embargo, su síntesis se incrementa 
en respuesta a un estrés provocado por aumento de temperatura, por daño tisular, 
por radiaciones o por infecciones entre otros factores (Lindquist y Craig, 1988). 
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Las HSP en estos casos protegen a las proteínas de la desnaturalización, facilitan el 
plegamiento de las moléculas proteicas dañadas y en procesos de daño irreversible 
activan la proteolisis (Parsell y Lindquist, 1993). Las ESTs encontradas en nuestras 
librerías con homología a HSP 90 han sido detectadas sólo en la SSH01, sugiriendo 
que la HSP 90 incrementa su expresión en caso de estimulación bacteriana pero no 
parece verse estimulada tras una estimulación con poly I:C. Han sido varios los 
trabajos en los que se recoge que determinadas bacterias son capaces de 
incrementar la expresión de las HSP. En concreto, se ha demostrado que Vibrio 
anguillarum (uno de los componentes de la mezcla bacteriana utilizada en la 
SSH01) es capaz de aumentar la síntesis de la HSP 70 en el mejillón del 
Mediterráneo, teniendo su pico más alto de expresión a las 48 horas después de su 
inoculación (Cellura et al., 2006), lo que coincide con el tiempo de muestreo de la 
SSH. Estos datos sugieren que, pese a la inactivación por calor de la bacteria, ésta 
sigue manteniendo su capacidad de activación de la transcripción. Aunque la HSP 
detectada en la SSH01 no haya sido la HSP 70 y sí la HSP 90, podríamos pensar 
que mecanismos similares de activación podrían estar ocurriendo con la HSP 90. A 
pesar de que en mamíferos, la expresión de algunas HSP se ha visto incrementada 
tras una infección viral in vitro, los responsables de dicha estimulación parecen ser 
determinados productos liberados por el virus (Nevins, 1982; Wu et al., 1986). 
Estos factores virales no se encuentran en agonistas como el poly I:C, por tratarse 
de una molécula inerte. Esta podría ser la razón por la que no se ha detectado 
ningún transcrito con homología a HSP en la SSH02 en comparación con la 
SSH01.  
Uno de los transcritos más abundantes de la SSH01 y también presente en 
la SSH02, mostró homología con el receptor FcεII de la Inmunoglobulina E (IgE), 
también conocido como CD23. La IgE es una de las cinco inmunoglobulinas 
presentes en vertebrados y que está implicada en procesos inflamatorios (Hayden, 
2007). La presencia en nuestras SSH de ESTs con homología al CD23 podría ser 
explicada por la existencia de algún dominio o estructura común, ya que la 
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presencia tanto del receptor como de las Ig  no se ha descrito en invertebrados. A 
pesar de que habría que llevar a cabo más estudios para confirmarlo, las ESTs 
detectadas podrían estar relacionadas evolutivamente con el receptor de la IgE.  
Dentro del grupo de genes implicados en respuesta inmune se han 
detectado una serie de moléculas implicadas en el reconocimiento de carbohidratos 
presentes en la superficie de microorganismos, actuando por lo tanto como 
Patrones de Reconocimiento de Patógenos (PRRs). Entre ellas destacan la 
presencia de las lectinas tipo C, las de tipo S y las ficolinas.  
Se ha demostrado que las lectinas de tipo C entre las que se encuentra la 
lectina de unión a manosa, conocida como MBL, juegan un papel fundamental en 
la activación de distintos procesos inmunes como pueden ser la activación de la 
cascada de la profenol-oxidasa (proPO) (Yu et al., 1999; Yu y Kanost, 2000; Yu et 
al., 2005) y de la actividad bactericida (Suzuki et al., 1990) y fagocítica (Luo et 
al., 2006), procesos todos ellos implicados en la eliminación del agente patógeno. 
Además, recientemente se ha descrito una nueva vía de activación del 
complemento, la “vía de las lectinas”, donde la MBL así como la ficolina 
reconocen la superficie del agente patógeno y desatan una cascada de 
acontecimientos, donde se activan, entre otras, proteínas del complemento  cuyo fin 
último es la opsonización y muerte del patógeno (Fujita et al., 2004). Dentro de las 
lectinas de tipo S destaca la presencia en nuestras librerías de la Galectina. El papel 
inmune de esta proteína también ha sido demostrado ya que es capaz de modular al 
receptor del iC3b, una de las proteínas resultantes de las reacciones proteolíticas 
llevadas a cabo en la “vía de las lectinas” (Avni et al., 1998). La presencia de 
ESTs con homología a ficolina y galectina en la misma librería (SSH01) podría no 
ser, por lo tanto casual demostrándose así la interconexión que existe entre estas 
dos moléculas a través de la “vía de las lectinas” (Vasta et al., 1999). La presencia 
de ESTs con homología a lectina tras la inoculación de un estímulo bacteriano 
sugiere la existencia de una modulación de la expresión tras la estimulación. Esta 
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modulación ya ha sido demostrada en otros moluscos y crustáceos. Por ejemplo, en 
la almeja japonesa, Ruditapes philippinarum, la estimulación de los hemocitos con 
Vibrio tapetis provocó la expresión de determinados tipos de lectinas (Kang et al., 
2006). En el percebe Megabalanus rosa se ha demostrado que la expresión de un 
determinado tipo de lectina se incrementa en épocas estivales, coincidiendo con el 
mayor afloramiento de microorganismos (Takamatsu et al., 1993). Todos estos 
datos sugieren que un mecanismo similar podría estar ocurriendo en el mejillón. 
Pese a que no ha sido demostrada la inducción de la expresión de lectinas tras una 
estimulación con poly I:C, estudios inmnohistoquímicos parecen demostrar que los 
hemocitos pueden almacenar ciertas reservas de lectinas de tipo C en sus gránulos 
y liberarlas tras el primer contacto con el antígeno, aunque posteriormente no se 
induzca su síntesis por ese mismo antígeno (Green et al., 2003). Harían falta sin 
embargo un mayor número de estudios para poder confirmar que el poly I:C actúa 
como una molécula liberadora de estas reservas. 
 Hasta la fecha el único trabajo recogido en la literatura sobre librerías de 
mejillón, es el de Venier et al. (2003), sin embargo el porcentaje de genes con 
implicación inmune no fue el resultado más abundante. Tras la obtención de todos 
los datos previamente descritos en este capítulo, podemos concluir que los 
estímulos administrados en las dos SSH realizadas, han sido lo suficientemente 
potentes como para permitirnos detectar genes implicados en respuesta inmune, 
siendo la gran abundancia de AMPs detectados el resultado más llamativo en 
ambas librerías. Sin embargo, la técnica de clonación por homología no parece ser 
la mejor herramienta para poder llegar a la misma conclusión. 
Los datos presentados en este capítulo constituyen la primera detección de 
un gran número de ESTs implicadas en respuesta inmune aplicando la técnica de la 
SSH en el mejillón del Mediterráneo, Mytilus galloprovincialis. A pesar de que el 
resultado más llamativo de ambas librerías y que será tratado en mayor 
profundidad en los próximos dos capítulos, haya sido la abundancia de EST con 
homología a AMPs, se ha demostrado por primera vez la existencia de 
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determinados transcritos con posible función inmune en hemocitos de mejillón tras 
una estimulación bacteriana o con poly I:C.  
El estudio más pormenorizado de cada una de las ESTs detectadas en 
ambas sustracciones podría aportar información sobre genes marcadores  
relacionados con la resitencia a patógenos que serían de enorme interés en el 
campo de la acuicultura.  
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                          Caracterización de una nueva clase de péptido antimicrobiano: Miticina C 
1. INTRODUCCIÓN: 
  
Los organismos vivos están continuamente sometidos a la exposición de 
agentes patógenos y microorganismos. Para luchar contra ellos han desarrollado 
una serie de mecanismos defensivos que en su conjunto constituyen el sistema 
inmune. Así como en vertebrados este sistema está formado por un componente 
innato y otro adaptativo el cual se adquiere a lo largo de la vida del animal, los 
invertebrados, sólo poseen el primero de ellos. En estos organismos, este sistema se 
divide normalmente para su estudio, en dos clases de componentes: humorales y 
celulares. Ambos interaccionan entre sí para conferir una mayor resistencia contra 
la invasión de agentes exógenos.  
El componente celular del sistema inmune de los moluscos bivalvos está 
formado por los hemocitos. Dentro de los mecanismos efectores que llevan a cabo 
estas células se encuentran los procesos de fagocitosis (Fisher, 1986; Carballal et 
al., 1997) y encapsulación (Ratcliffe et al., 1985; Feng, 1988) así como la 
liberación de radicales tóxicos como los de oxígeno (Adema et al., 1991; Feng, 
1988) y nitrógeno (Ottaviani et al., 1993; Tafalla et al., 2002). Las herramientas 
implicadas en la respuesta humoral tienen generalmente como protagonistas a 
proteínas presentes en el suero, entre las que destacan la lisozima (Cheng et al., 
1975; McHenery y Bitkbeck, 1981), las lectinas (Olafsen, 1988), las enzimas del 
sistema profenol-oxidasa (Asokan et al., 1997) y unas moléculas con actividad 
microbicida caracterizadas recientemente: los péptidos antimicrobianos (AMPs) 
(Mitta et al., 2000c; Seo et al., 2005; Gueguen et al., 2006; González et al., 2007; 
Gestal et al., 2007). 
 Los AMPs son pequeñas moléculas peptídicas que se encuentran muy 
conservadas a lo largo de la evolución, lo que hace pensar que su papel dentro del 
sistema inmune innato debe de ser fundamental. La distribución dentro del reino 
animal es muy amplia ya que se han descrito desde protozoos (Leippe, 1999) y 
procariotas (Pag y Sahl., 2002; Nes et al., 2002) hasta plantas (García-Olmedo et 
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al., 1998) y mamíferos (Jenssen et al., 2006). Una de las características principales 
de estos péptidos es su composición rica en aminoácidos básicos, lo que las 
convierte en moléculas fundamentalmente catiónicas. Pese a que esta característica 
es común a todos ellos, se dividen en tres grupos diferenciales en función de su 
composición y/o estructura: AMPs ricos en cisteínas, ricos en α-hélices y ricos en 
prolina o glicina (Bulet et al., 1999).  
Los AMPs descritos en el mejillón del Mediterráneo, Mytilus 
galloprovincialis, son pequeños péptidos pertenecientes al grupo de AMPs ricos en 
cisteínas que se han clasificado, a su vez en tres grupos en función del número y 
posición de estos aminoácidos. El primero de ellos está formado por dos moléculas 
con una gran homología a las defensinas descritas previamente en artrópodos: 
(Bulet et al., 1999) siendo MGD-1 y MGD-2 las dos isoformas detectadas (Mitta et 
al., 1999b; 2000b). El segundo de los grupos está constituido por las mitilinas con 
5 isoformas diferentes (A, B, C, D y G1) (Mitta et al., 2000a) aunque la forma A 
no se ha detectado en M. galloprovincialis y sí en M. edulis (Charlet et al., 1996). 
El tercer y último grupo está compuesto por dos isoformas de miticina: Miticina A 
y Miticina B (Mitta et al., 1999a).  
A pesar de que todos estos péptidos tienen una acción microbicida, la 
actividad biológica de los mismos, varía en función de la clase a la que pertenecen, 
ya que cada uno tiene un espectro de acción diferente. Así, las miticinas y las 
defensinas son esencialmente activas contra bacterias Gram-positivas (Mitta et al., 
1999a; Mitta et al., 1999b) incluyendo algunos patógenos asociados a 
invertebrados marinos (Johnson 1981; Friedman et al., 1991). Sin embargo, las 
mitilinas tienen una actividad más diversificada ya que su rango de acción abarca 
desde actividades antifúngicas hasta acciones microbicidas contra bacterias Gram-
negativas (Mitta et al., 2000a; 2000b).  
 
Debido a la gran abundancia de AMPs detectada en los resultados de las 
dos SSH descritas en el Capítulo I, uno de los objetivos de este segundo capítulo se 
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centró en el estudio más pormenorizado de las ESTs con homología a AMPs. Los 
análisis permitieron la caracterización de una nueva clase de péptido 
antimicrobiano: la Miticina C.  
Es bien conocido, al menos en vertebrados, que los genes implicados en 
mecanismos de defensa pueden mostrar altos niveles de polimorfismo (Hughes y 
Nei, 1989; Hughes, 1997; Hughes et al., 1990). A pesar de que algunos tipos de 
AMPs como las defensinas en mamíferos (Semple et al., 2003, Antcheva et al., 
2004), o las Peneidinas en crustáceos (Cuthbertson et al., 2002; O´Learly et al., 
2006) han mostrado niveles elevados de variabilidad en su secuencia que parecen 
acabar provocando una ampliación del espectro de acción de estas moléculas, no se 
ha detectado hasta la fecha esa variabilidad en moléculas inmunes en mejillón. Sin 
embargo, los resultados presentados en este capítulo, revelaron que la Miticina C 
presenta altos niveles de polimorfismo.  
Estos resultados supusieron la detección, por primera vez en moluscos 
bivalvos, de un gen hipervariable involucrado en mecanismos de defensa. La alta 
diversidad detectada en las isoformas de Miticina C y su posible implicación en la 
especificidad de la respuesta inmune convierte a estas moléculas en genes 
candidatos para actuar como posibles marcadores en procesos relacionados con la 
resistencia a patógenos. Estudios más pormenorizados de estas moléculas ayudarán 
a mejorar los conocimientos de los mecanismos utilizados por el mejillón del 
Mediterráneo, en su defensa contra agentes no propios.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS: 
 
2.1. Amplificación del Open Reading Frame (ORF) de las Miticinas: 
 Aquellas ESTs con homología a péptidos antimicrobianos obtenidas en la 
SSH pero distintas de la Miticina A y de la B, se estudiaron con mayor detalle. Se 
realizó un alineamiento de todas las formas obtenidas mediante el ClustalW 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). Algunas de las formas presentaron el ORF 
completo, mientras que a otras les faltaba algún fragmento. Para completar el ORF 
de las formas incompletas, se diseñaron cebadores en las zonas más conservadas, la 
pareja Myticin 7F F / R. La nueva pareja se utilizó para amplificar las formas 
incompletas por PCR. Los cDNAs se obtuvieron siguiendo las indicaciones 
descritas en el apartado 2.6 del Capítulo 1, a partir de los mismos RNAs utilizados 
para la construcción de ambas SSH.  
 
El ciclo al que se sometieron las muestras fue el siguiente: 
 
• 94ºC 5 min. 
• 40 ciclos: 
o 94ºC 1 min. 
o 50ºC 1 min. 
o 72ºC 1 min. 
• 72ºC 10 min. 
 
Tras la PCR, los productos se evaluaron en un gel y aquellos productos 
positivos se ligaron y transformaron. Se realizó una búsqueda de las colonias 
blancas obtenidas mediante amplificación por PCR y aquellas positivas se 
secuenciaron tal y como se ha descrito en el Capítulo 1. 
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2.2. Análisis del nuevo cluster de la Miticina C: 
 Las ESTs con homología a Miticina y que diferían de la Miticina A y B se 
analizaron manualmente. Sólo aquellas formas de las que se consiguió el ORF 
completo se tradujeron a proteínas y se realizó un alineamiento con el ClustalW 
disponible en http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html. El análisis 
filogenético de las nuevas formas de Miticinas se realizó mediante el algoritmo de 
Neighbour-Joining (NJ) presente en el MEGA (Kumar et al., 1994). La confianza 
estadística de las relaciones filogenéticas encontradas, se obtuvo mediante un 
bootstrap de 1000 réplicas. La presencia de péptido señal y la localización de los 
puntos de corte del mismo se evaluó con el programa SignalIP disponible en http: 
//www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ (Bendtsen et al., 2004). La presencia de 
puentes disulfuro se llevó a cabo mediante la aplicación informática realizada con 
el Cysteines Disulfide Bonding State and Connectivity Predictor 
(http://disulfind.dsi.unifi.it) (Ceroni et al., 2006) y la predicción de la estructura 
espacial mediante el QuickPhyre (Protein Homology/analogY Recognition Engine ) 
accesible desde la dirección web: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/ (Bennett-
Lovsey et al., 2008). 
 
2.3. Análisis genómico: 
 Para analizar la variabilidad individual de la Miticina C se aisló el DNA 
procedente del manto de 9 mejillones mediante el reactivo DNazol (Invitrogen). 
Tras una disgregación manual del tejido en 1 ml de DNazol que llevó consigo una 
lisis celular, se procedió a la sedimentación de los restos celulares. El sobrenadante 
se sometió a una precipitación mediante etanol. El pellet obtenido se resuspendió 
en NaOH 8 mM. Un volumen de 1 μl de esta nueva suspensión se utilizó como 
molde para la amplificación por PCR de la Miticina C utilizando los 
oligonucleótidos Myticin 7F F/R como cebadores. El ciclo al que se sometieron las 
muestras fue el siguiente: 
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• 94ºC 5 min. 
• 40 ciclos: 
o 94ºC 1 min. 
o 50ºC 1 min. 
o 72ºC 1 min. 
• 72ºC 10 min. 
 
Tras la PCR, los productos se evaluaron en un gel y aquellos productos 
positivos se ligaron y transformaron. Se realizó un rastreo mediante PCR 
amplificando unas 10 colonias blancas por individuo. Tras comprobar la presencia 
de inserto del tamaño de interés mediante visualización en gel de agarosa, se 
procedió a la preparación de las muestras para su secuenciación, tal y como se 
indicó en la sección de Materiales y Métodos del capítulo anterior. Se secuenció un 
número de entre 3 y 5 clones por individuo. Además y para uno sólo de los 
individuos, se secuenciaron un total de 13 clones en las direcciones forward y 
reverse hasta conseguir la secuencia genómica completa para verificar si esta 
nueva miticina era codificada por un solo locus.  
Para comparar el análisis de las secuencias genómicas de la Miticina C con 
otro gen no relacionado con el sistema inmune, se realizó el mismo experimento de 
análisis de clones individuales con la β-actina de mejillón usando como molde el 
mismo DNA que en el caso de las Miticinas. Los cebadores utilizados para la 
amplificación por PCR fueron: Mussel-act-F y Mussel-act-R cuya secuencia 
aparece en la Tabla 1. El ciclo al que se sometieron las muestras fue el mismo que 
el previamente indicado para la Miticina. 
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2.4. Estudios de expresión en tejidos: 
El RNA procedente de varios tejidos (hemocitos, manto, branquias, 
glándula digestiva, gónada y músculo) de mejillones naïve (no estimulados) se 
aisló utilizando el reactivo del Trizol (Invitrogen) tal y como se ha indicado en la 
sección 2.4 de Materiales y Métodos del Capítulo 1. La concentración del RNA de 
cada una de las muestras se ajustó a 5 μg para llevar a cabo el paso a cDNA 
utilizando la SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen). Los cDNAs 
obtenidos se usaron como moldes para la amplificación de la nueva clase de 
miticina utilizando la pareja de cebadores Myticin 7F-F/R. El ciclo utilizado para la 
amplificación fue el mismo que el indicado en el apartado 2.1 de esta sección.  
 
2.5. Estudios de expresión en etapas tempranas del desarrollo: 
 Para analizar la expresión de la Miticina en etapas tempranas del 
desarrollo, se indujo la puesta de 10 mejillones individuales manteniendo a los 
animales fuera del agua durante 20-30 min., tiempo tras el cual los mejillones se 
introdujeron individualmente en tanques de 1l de capacidad donde la temperatura 
del agua de mar se incrementó en 4-5ºC. La presencia o ausencia de gametos en el 
agua permitió caracterizar aquellos individuos donde se había llevado a cabo la 
puesta. La calidad de los gametos se determinó tras la observación de los mismos 
bajo el microscopio óptico. Los mejores gametos masculinos fueron seleccionados 
en función de su movilidad y los femeninos en función de su estructura esférica. El 
número de células se determinó tras un recuento en cámara de Neubauer. La 
fecundación se indujo tras la mezcla, en una proporción 10:1 (espermatozoides: 
oocitos), de los gametos procedentes de los individuos seleccionados. Alícuotas 
procedentes de las mismas muestras con las que se llevó a cabo la fecundación, se 
centrifugaron a 2.500 xg durante 10 min. a 4ºC. Tras la centrifugación, se eliminó 
el sobrenadante y el pellet que contenía los gametos, se resuspendió en 6 ml de 
Trizol y se mantuvo a -80ºC hasta el momento de proceder al aislamiento del RNA. 
Las larvas recién formadas se muestrearon a 2 y 24 horas post-fecundación, 
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centrifugándose nuevamente a 2.500 xg durante 10 min. a 4ºC. El pellet se 
resuspendió en 6 ml. de Trizol y se guardó a -80ºC hasta el momento de su 
procesamiento. El aislamiento de RNA, así como la retrotranscripción a cDNA se 
llevó a cabo tal y como se ha descrito previamente. Los cDNAs obtenidos se 
utilizaron para amplificar el ORF del nuevo grupo de Miticinas obtenido siguiendo 
el ciclo indicado en el apartado 2.1 del presente capítulo.  
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3. RESULTADOS:  
 
3.1. Análisis de las ESTs con homología a miticina: 
 El análisis detallado de aquellas ESTs que mostraron homología con 
miticina reveló la existencia de un gran número de ESTs cuya secuencia difería con 
las secuencias de miticinas previamente descritas para mejillón: miticina A y 
miticina B. Aquellas secuencias de nucleótidos que daban lugar a la misma 
proteína teórica se eliminaron, realizándose los análisis solamente con aquellas 
secuencias que codificaban para proteínas con secuencia aminoacídica diferente. 
En la Tabla 2.1 se muestran los resultados obtenidos en cada una de las dos SSH 
con respecto a los transcritos con homología con miticina. Tras el análisis de todas 
las ESTs, se encontró un total de 27 nuevas secuencias nucleotídicas agrupadas en 
8 clusters en la SSH01 (hemocitos estimulados con una mezcla de bacterias 
muertas). El mismo análisis se llevó a cabo con las ESTs detectadas en la SSH02 
(hemocitos estimulados con poly I:C). Los resultados mostraron la existencia de 22 
secuencias de nucleótidos agrupadas en 12 clusters. Ambas librerías tan sólo 
compartieron una secuencia, que se encontró tanto en la SSH01 como en la SSH02 
(marcado en rojo en la Tabla 2.1). El resto de los clusters parecieron exclusivos de 
cada librería. La traducción automática a proteínas de los representantes de cada 
grupo de secuencias, reveló que tan sólo 1 y 4 formas de las detectadas en SSH01 y 
SSH02 respectivamente, poseían el ORF completo (secuencias en verde en la Tabla 
2.1). Además, en la secuencia MB-3 no se encontró ninguna región 
correspondiente al ORF, estando constituida solamente por una parte del extremo 
3’ UnTranslated Region (UTR).  
Es importante destacar que algunas secuencias fueron más redundantes que 
otras, ya que el número de ESTs en cada cluster varió desde una sola secuencia, 
tratándose por lo tanto de secuencias únicas, hasta un total de 14 ESTs en el cluster 
más numeroso (MB- 2) que, curiosamente coincide, con el cluster común en ambas 
librerías.  
Resultados 
Tabla 2.1: Agrupación de las ESTs con homología a miticina en los distintos clusters. En 
rojo se representan los clusters compartidos entre ambos tipos de SSH. En verde se recogen 
los clusters donde el ORF está completo. En violeta se representa la secuencia formada 
solamente por la región 3’UTR. 
 
Cluster Nº ESTs Cluster Nº ESTs 
MB-1 2 MP-1 3 
MB-2 14 MP-2 1 
MB-3 1 MP-3 1 
MB-4 2 MP-4 1 
MB-5 5 MP-5 1 
MB-6 1 MP-6 1 
MB-7 1 MP-7 2 
MB-8 1 MP-8 1 
MP-9 6 
MP-10 2 
MP-11 2 
SS01 
  
SSH02 
MP-12 1 
 
3.2. Amplificación del ORF de las formas incompletas: 
 Con el objetivo de completar el ORF de aquellas formas incompletas se 
realizó un alineamiento entre todas las secuencias nucleotídicas procedentes de la 
secuencia consenso de cada cluster. En el alineamiento se incluyeron secuencias de 
ambas librerías y se eliminó la secuencia correspondiente al extremo 3’UTR 
(Figura 2.1). La visualización del resultado permitió la detección de zonas 
parcialmente conservadas que se encontraron antes del codón de inicio y después 
del codón de STOP (redondeadas en azul en la Figura 2.1). Estas secuencias 
conservadas y sólo presentes en las zonas con el ORF completo, se utilizaron para 
el diseño de cebadores. Esta nueva pareja de cebadores, Myticin 7F F/R se utilizó 
para la amplificación por PCR tal y como se ha detallado en el apartado 2.1 de 
Materiales y Métodos del presente capítulo. Tras la secuenciación de los productos, 
se comprobó que aquellas formas con el ORF incompleto, no se llegaron a 
completar. Sin embargo, aparecieron nuevas formas completas que no se habían 
detectado durante el rastreo de las librerías. En concreto, un total de 7 y 6 ESTs a 
partir de los cDNAs utilizados en la SSH01 y SSH02 respectivamente.  
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Figura 2.1. Alineamiento nucleotídico de todas las formas de miticinas diferentes a 
miticina A y B, encontradas en la SSH01 (formas MB) y SSH02 (formas MP). Las flechas 
indican el inicio y final de la proteína respectivamente. Los círculos indican la ubicación de 
los cebadores Myticin 7F F/R.  
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3.3. Características estructurales de las nuevas formas de miticina: 
Agrupando las formas completas obtenidas tras la realización de las PCRs 
a partir de los cDNAs procedentes de los mismos RNAs con los que se 
construyeron las SSH, junto con las formas previamente obtenidas tras el rastreo de 
las librerías, se obtuvieron un total de 18 formas completas de miticina en un total 
de 100 individuos (50 utilizados para la SSH01 y 50 para la SSH02). En 
comparación con las miticinas previamente descritas (miticina A y miticina B), 
todas las formas encontradas poseen 4 aminoácidos de más, teniendo un total de 
100 en su secuencia proteica (Figura 2.2). Las variaciones encontradas entre las 
diferentes isoformas fueron más evidentes en la región C-terminal de la proteína, 
donde se encontraron un gran número de aminoácidos ácidos. Pese a que la 
secuencia fue diferente a las de las miticinas A y B, y pese a poseer 4 aminoácidos 
más, estas nuevas formas comparten las características estructurales de las 
miticinas. Las 8 cisteínas conservadas características de las miticinas estuvieron 
presentes en las nuevas formas, presentando el mismo patrón aminoacídico típico 
de estos AMPs:  
 
C1-X(4)-C2-X(3)-C3-X(4)-C4-X(4)-C5-X(8)-C6-X-C7-X(2)-C8 
 
Este patrón se observó en todas las variantes de miticinas detectadas 
excepto en MP-12, donde la 2ª y 7ª cisteína del array fueron sustituidas por serina 
y tirosina respectivamente. Se detectó la presencia de un péptido señal en el 
extremo amino terminal de la proteína y dos posibles puntos de corte (cleavage 
sites). Este péptido señal fue previo a las cisteínas conservadas, lo que confirma 
que este patrón aminoacídico se encuentra en el péptido maduro que está 
compuesto por 40 aminoácidos.  
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Figura 2.2. Alineamiento aminoacídico de todas las secuencias completas obtenidas tras la 
construcción de la SSH y realización de PCR y de las secuencias de la miticina A (AN 
P82103) y miticina B (AN P82102). La flecha roja muestra los puntos de corte predichos 
por el Signal IP. Las flechas verdes muestran las cisteínas conservadas. Los aminoácidos 
flanqueados por las flechas negras componen el péptido maduro.  
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Según predicciones, la estructura secundaria de la miticina C está formada 
por α-hélices y láminas-β que se unen entre sí por regiones con forma no definida, 
conocidas como coiled coils. Además las 8 cisteínas conservadas se unen para 
formar 4 puentes disulfuro (C1-C7, C2-C3, C4-C5 y C6-C8) que estabilizan la 
estructura (Figuras 2.3).  
 
A. 
                                           1                2           3                4               5                             6    7         8 
…      QSVACRSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPGKICYCLHCSR     ... 
 
   B. 
1          51 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACRSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPGK     
  CHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCHHHHHHHHCCCCCCCCLLLCCCCC 
 
52                      100 
ICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMENLDQEMDMF 
 
    LLLLLLLLLLLCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHCCCCC 
 
NH2 
COOH 
 C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.3. A. Representación esquemática de los puentes disulfuro establecidos entre las 
cisteínas. Sólo se representa la secuencia del péptido maduro. B. Representación 
esquemática de la estructura completa de la miticina C. H: α-hélices, C: Coiled-coils y L: 
láminas-β. C. Representación de la estructura espacial de la miticina C en función de las 
predicciones obtenidas y representadas en la sección B de la figura.  
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3.4. Análisis filogenéticos: 
Los análisis filogenéticos llevados a cabo con todas las nuevas secuencias 
de miticinas obtenidas junto con las dos miticinas previamente descritas, mostraron 
que todas las nuevas isoformas se agrupaban juntas y visiblemente separadas de la 
miticina A y miticina B (Figura 2.4). La menor distancia se observó entre estas dos 
últimas formas. Los resultados revelaron que de todas las nuevas secuencias 
detectadas, ninguna se agrupa con la miticina A o con la B. En base a estos datos y 
a los previamente descritos, se propone que todas las formas presentadas en esta 
memoria, constituyen una nueva clase de miticina, que por continuación con la 
nomenclatura existente, nombraremos Miticina C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
MP-5
MB-PCR4
MP-PCR1
MP-12
MB-PCR7
MB-PCR5
MP-PCR5
MP-PCR2
MB-PCR1
MP-PCR4
MB-6
MB-PCR6
MP-4
MP-6
MB-PCR2
MP-PCR3
MP-PCR6
MB-PCR3
Miticina-A
Miticina-B
74
45
44
79
43
52
17
30
100
14
12
38
13
1
33
47
51
0.05
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4. Árbol filogenético construido a partir de las secuencias aminoacídicas 
completas de las nuevas formas de miticinas detectadas. También se representan las 
miticinas previamente descritas: miticina A y B.  
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3.5. Análisis genómico: 
 Los mismos cebadores utilizados para la amplificación del cDNA 
permitieron una amplificación del DNA genómico. Tras la secuenciación de varios 
clones de un total de 9 individuos fue posible la caracterización del gen de la 
miticina C. En la Figura 2.5 se puede visualizar la organización del gen tras el 
análisis de una de las secuencias obtenidas de uno de los individuos. La estructura 
genómica consta de 2 intrones y 3 exones en un total de 1201 pb. El primero de los 
exones está formado por 49 nucleótidos, el segundo por 207 y el tercero y último 
por 45. El tamaño de los intrones fue de 442 pb y 456 pb respectivamente. Sin 
embargo, este tamaño intrónico no se mantuvo constante en todos los individuos y 
formas analizadas, tal y como se explica posteriormente. A pesar de que las 
variaciones en el tamaño de los intrones puedan variar entre individuos, la 
estructura génica se mantiene en todos ellos.  
 
        M   K   A   T   I   L   L   A   V   V   V   A   V   I   V   G              16 
       ATG AAG GCA ACG ATC TTG TTA GCT GTT GTA GTG GCA GTC ATT GTT GGA G gtaaat    55 
       atctttattgaaatatatctgtgtgtacgtattttagaagtatggatccagcatttttaggataaatatacg   127 
       gcagaccgacttttctgaaaattttacttctttatttatttttttcattgataataactgttttaagtaaga   199 
       aagttgttaatgtttacaactgaaatatgttttgttattaaaattagatcattcaaatattcaaacaaatat   271 
       tttttctttatacgtgttgttcagttcgtagttttctatgctatgctttgtatactgttgtttttctttttt   343 
       ttctccttttttgccatggcgttgtcagtttactttcaagttaagataataaatgttcctgtggtatattta   415 
       gcctctctctaagacaggcatcgatttgtgtcgaaacttaagcaattttattcattttatttttctacttat   487 
           V   Q   E   A   Q   S   V   A   C   T   S   Y   Y   C   S   K   F       33 
       tcagTT CAG GAA GCC CAA TCA GTA GCT TGT ACA TCA TAC TAC TGT AGT AAG TTC     541 
  
        C   G   S   A   G   C   S   L   Y   E   C   Y   K   L   H   P   G   K      51 
       TGT GGG TCT GCT GGT TGC TCA TTA TAT GAA TGT TAC AAA CTT CAT CCT GGA AAA    595 
  
        I   C   Y   C   L   H   C   S   R   A   E   S   P   L   A   L   S   G      69 
       ATT TGC TAC TGC CTT CAT TGT AGC AGA GCT GAG TCT CCA TTG GCA CTT TCT GGA    649 
  
        S   A   R   N   V   N   D   K   N   N   E   M   E   N   S   P              85 
       AGC GCT AGG AAT GTG AAC GAC AAG AAC AAC GAG ATG GAG AAC TCT CCA TT gtaag   704 
       tactcaatacaagatttcgttacacaatataaaatttaaaaatttggaaaaaaaagttttctacatgccaac   776 
       atatattgtaattaaggtgtttaccaatttttgaaacagataatttgatttttttttaaataaaatatttca   848 
       tcttaattcaatatgtcgttatcgtctgaatcgtattatgcagtcattgaaaaaaaataaacacctgaatta   920 
       ctcctgcaagagaaggaatggatgttttgttcttagatcggttaatgtgttggcaggtagataagatatctt   992 
       ctagtgtgtctctcaattatttacattcaaaaacatttttttacataaatcgatcactggtcaattgcacga  1064 
       gaatagtcagaaaaaactgttatataaaacgttttaattgaatttgtgaaaaaaaaacgccacatataagag  1136 
                          L   M   N   E   V   E   N   L   D   Q   E   M   N   M    99 
       aacatctactttgtttcagA ATG AAT GAG GTG GAA AAT TTG GAC CAA GAA ATG AAT ATG  1195 
        F   *                                                                     101 
       TTC TAG                                                                   1201 
 
Figura 2.5. Secuencia genómica de la miticina C. En amarillo se muestra la secuencia 
correspondiente a los intrones. Los exones y la secuencia proteica que se deduce por 
traducción teórica de los mismos aparecen en azul. En rojo se aprecia el codón de stop. 
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Se amplificaron y secuenciaron varios clones de DNA genómico de un total de 
9 mejillones individuales. El análisis filogenético para ver la distribución de las 
distintas secuencias obtenidas en un árbol, se muestran en la Figura 2.6. El dato 
más curioso es que todos los clones (segundo número) pertenecientes al mismo 
individuo (primer número), se agrupan en una, dos o en tres ramas del árbol como 
máximo (caso del individuo 16), sugiriendo que cada individuo, puede presentar, 
en último término, hasta 3 variantes del gen de la miticina C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
21-8
21-3
21-6
15-10
15-8
15-7
15-5
28-3
28-6
23-10
23-4
23-8
22-4
22-7
24-9
22-1
22-5
24-5
24-3
17-2
16-2
16-8
21-9
28-10
28-9
28-7
18-2
18-5
17-3
16-10
16-4
18-8
18-10
100
44
99
100
67
87
56
85
39
100
99
97
96
91
99
99
60
71
96
89
57
90
62
42
95
83
46
40
77
26
0.01
Figura 2.6. Árbol filogenético realizado con las secuencias genómicas de los clones 
procedentes de 9 mejillones individuales. El primero de los números hace referencia al 
número del individuo y el segundo al número del clon.   
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Figura 2.7. Alineamiento de las secuencias del intrón 2 para los distintos clones 
secuenciados. Se muestra la variabilidad existente en tamaño y pares de bases. 
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Las diferencias nucleotídicas que dan lugar a las ramas principales del árbol 
parecen ser debidas al diferente tamaño de los intrones encontrado para los 
distintos clones (Figura 2.7). En el alineamiento se pueden apreciar, al menos, tres 
grandes grupos en cuanto a la secuencia del intrón 2. Con el fin de comprobar en 
mayor detalle las variantes genómicas de un solo individuo, se llevó a cabo el 
mismo estudio que el previamente descrito, pero solamente con un individuo y 
aumentando el número de clones secuenciados. Tras el análisis de las secuencias, 
se construyó un nuevo árbol filogenético (Figura 2.8) donde se aprecia que los 
clones del individuo 22 se agrupan en dos grandes ramas, sugiriendo, esta vez, que 
el número de variantes alélicas de la miticina C por individuo, es de dos, aunque se 
encuentran formas minoritarias con mutaciones puntuales. 
 22 16
22 04
22 07
22 13
22 03
22 17
22 10
22 08
22 15
22 02
22 20
22 06
22 05
22 01
22 12
22 11
22 1825
21
24
30
24
100
87
38
0.005
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.8. Árbol construido a partir de las secuencias genómicas de varios clones del 
individuo 22.  
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 Para evaluar si la variabilidad encontrada en el locus de la miticina C 
también se detectaba en otros genes no relacionados con el sistema inmune, se 
llevó a cabo el mismo tipo de experimento pero secuenciando clones de la β-actina. 
Tras el análisis de la secuencias se observó que la variabilidad encontrada para la 
β-actina es muy inferior a la detectada para la miticina C. En la Figura 2.9 se 
muestra un alineamiento realizado con los clones obtenidos para la β-actina donde 
se aprecia que las secuencias son prácticamente iguales para todos los clones. 
 
 
  
Figura 2.9. Alineamiento entre distintos clones genómicos de la β-actina.  
 
3.6. Expresión de la Miticina C: 
Los resultados de los experimentos de expresión de la Miticina C en 
diversos tejidos revelaron que esta isoforma, se expresa constitutivamente en todos 
los tejidos analizados (hemocitos, branquias, manto, músculo, gónada y glándula 
digestiva), siendo el manto el tejido donde, aparentemente, existe una mayor 
expresión (Figura 2.10. A). Con respecto a la expresión en diversas etapas del 
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desarrollo, se puede concluir que la miticina C ya se expresa en las células 
germinales, detectándose una alta expresión en los oocitos. Además también 
aparece señal, aunque muy tenue, a las 2 horas post-fertilización, detectándose una 
expresión ligeramente mayor a las 24 post-fertilización. Todos los datos se 
relativizaron con respecto a la expresión de la β-actina (Figura 2.10. B). 
 
 
 
A
B
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.10. Expresión de la Miticina C y β-actina en tejidos (A) y diferentes etapas de 
desarrollo (B).  
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4. DISCUSIÓN:  
  
Entre los mecanismos de defensa del sistema inmune innato, los Péptidos 
AntiMicrobianos (AMPs) son uno de los principales componentes. Pese a que estas 
moléculas están presentes en un gran número de organismos tanto vertebrados 
como invertebrados (Bulet et al., 2004), no se han descrito en demasiadas especies 
de interés acuícola. En concreto tan sólo en almeja (Gestal et al., 2007), ostra (Seo 
et al., 2005; Gueguen et al., 2006; González et al., 2007), vieira (Zhao et al., 
2007a) y mejillón (Hubert et al., 1996; Charlet et al., 1996; Mitta et al., 1999a; 
1999b; 2000a).  
En este capítulo se han detectado hasta un total de 18 nuevas formas 
proteicas de miticinas que, aunque con un alto nivel de homología, no son idénticas 
ni a la miticina A, ni a la miticina B. El estudio de la estructura de estas nuevas 
moléculas reveló que poseen un patrón conservado de cisteínas que es común a 
todas las miticinas. Sin embargo, la secuencia proteica está formada por cuatro 
aminoácidos extra lo que hace que estas nuevas formas tengan 100 residuos 
aminoacídicos en vez de 96. Los análisis filogenéticos mostraron que todas las 
nuevas isoformas detectadas se agrupan juntas y alejadas de las formas 
previamente descritas. Estos datos sugirieron que todas las nuevas secuencias 
encontradas por primera vez en este capítulo podrían constituir una nueva isoforma 
de AMP: Miticina C.   
 Así como las isoformas A y B de las miticinas están formadas por una sola 
secuencia peptídica, la característica más llamativa y sorprendente de la miticina C 
es el elevado número de secuencias proteicas diferentes detectadas. Para esta nueva 
clase de AMPs, la aproximación llevada a cabo ha sido molecular utilizando la 
construcción de dos librerías substractivas y la PCR como herramientas 
fundamentales. Esta metodología permitió detectar los RNAs expresados en ese 
momento en los hemocitos y tras su secuenciación y posterior traducción teórica, 
llegar a la secuencia proteica. Sin embargo, la metodología utilizada para la 
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detección de las miticinas A y B ha sido diferente. Se han llevado a cabo métodos 
cromatográficos utilizando la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) en 
fase reversa. Este tipo de cromatografía se fundamenta en técnicas de exclusión 
molecular para la separación de distintos componentes presentes en la muestra a 
analizar (Horvath et al., 1967). Mitta et al., (1999a) utilizaron esta técnica para 
aislar AMPs de hemocitos de mejillón. Tras el análisis cromatográfico encontraron 
2 péptidos que compartían las características comunes de moléculas con actividad 
antimicrobiana, basándose en el tiempo de elución. Estos dos péptidos se 
secuenciaron detectándose las dos formas conocidas de miticina: A y B. El diseño 
de cebadores degenerados a partir de la proteína permitió la identificación de la 
secuencia del cDNA. La aproximación molecular llevada a cabo en el presente 
capítulo nos aporta una información más detallada. Si para la caracterización de la 
miticina C se hubiese utilizado la aproximación bioquímica, el resultado podría no 
ser el mismo, ya que todas las formas encontradas de miticina C poseen 
características de secuencia muy parecidas. Su peso molecular y su pI apuntan a ser 
muy similares, por lo que su separación cromatográfica quizá hubiese sido 
imposible. La visualización de un único pico en el cromatograma, podría aportar un 
resultado erróneo al sugerir la existencia de una única forma. Sin embargo, sería 
conveniente realizar en próximos estudios una purificación a nivel proteico para 
confirmar los resultados obtenidos a nivel teórico y visualizar el aspecto de los 
picos cromatográficos.  
 Los análisis llevados a cabo con la secuencia proteica de la miticina C 
mostraron la existencia de un péptido señal constituido por los primeros 20 
aminoácidos de la proteína. La existencia de este péptido señal sugiere que la 
miticina C es procesada a partir de un precursor de 100 aminoácidos para dar lugar 
al péptido maduro de 40 residuos. En el presente estudio no se ha llevado a cabo el 
aislamiento del péptido maduro a partir de un extracto de hemolinfa. Sin embargo, 
la identificación teórica del péptido señal y del sitio de corte, así como las 8 
cisteínas conservadas, sugieren que debe de estar ocurriendo un mecanismo similar 
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al presente en la miticina A y B por poseer unas características comunes de 
estructura. En el presente estudio se ha deducido que el péptido maduro de la 
miticina C puede formar un total de 4 puentes disulfuro entre las cisteínas 
conservadas y se ha detectado la presencia teórica de α-hélices y de láminas-β 
unidas por estructuras no definidas conocidas como coiled coils, donde se forman 
lazos o loops de interconexión. A este tipo de estructuras formadas por láminas-β, 
α-hélices y cisteínas estabilizando la estructura con sus puentes disulfuro, se 
conocen como “motivos de cisteínas estabilizadas con αβ” (CSαβ). Concretamente, 
el motivo CSαβ consta de una sola α-hélice que se conecta con la lámina-β más 
cercana al extremo carboxilo terminal (Cornet et al., 1995). La predicción acerca  
de la estructura espacial de la miticina C podría contener ese motivo, aunque 
presenta dos α-hélices más, a mayores. A pesar de que los datos obtenidos 
mediante aproximaciones informáticas parecen afirmar que la existencia de puentes 
disulfuro y del motivo CSαβ existen en la miticina C, la caracterización de la 
verdadera estructura no se podrá llevar a cabo hasta obtener resultados basados en 
Resonancia Magnética Nuclear (NMR). Sin embargo, la descripción existente de 
las estructuras de otros AMPs en el mejillón del Mediterráneo, Mytilus 
galloprovincialis, como la defensina MGD-1 (Yang et al., 2000) o la mitilina 
(Roch et al., 2008), pueden servir como referencia para comprender qué partes del 
péptido pueden ser claves en el reconocimiento de patógenos. Además miticinas, 
mitilinas y defensinas, forman parte del grupo de AMPs ricos en cisteínas (Mitta et 
al., 2000c) por lo que esta característica tan conservada y determinante para su 
clasificación debe de ser crucial para el plegamiento proteico y su posterior 
función.  
El mecanismo de acción de los AMPs parece estar mediado por la 
permeabilización de la membrana plasmática de los microorganismos a los que 
atacan (Kagan et al., 1990; Cociancich et al., 1993). Sin embargo, esta 
permeabilización requiere un paso inicial de unión entre el péptido y el agente 
patógeno, previa a la despolarización de la membrana celular. Romestand et al. 
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(2003) se plantearon esta cuestión y decidieron comprobar qué fragmento de la 
defensina MGD-1 era el verdadero responsable de esta interacción. Así llegaron a 
la conclusión de que el lazo que une las dos láminas-β es determinante para que se 
produzca la unión con el agente extraño, ya que sin ese conector, el AMP perdía su 
capacidad bactericida. Estos datos sugieren que la estructura proteica es 
fundamental para la efectividad del AMP. La presencia de este bucle, según las 
predicciones llevadas a cabo en este capítulo, debería de estar presente también en 
la miticina C, ya que sería el conector entre los dos componentes del motivo CSαβ.  
Debido a la enorme aportación que supondría el conocimiento de los 
mecanismos efectores por los cuales la miticina C ejerce sus funciones, se están 
llevando a cabo estudios para caracterizar con absoluta fidelidad, la estructura 
tridimensional de la miticina C.  
A pesar de que en la presente tesis doctoral no se han realizado estudios para 
estudiar el espectro microbicida que tienen estos péptidos, los resultados obtenidos 
de expresión, así como la variabilidad detectada, sugieren que su papel en 
mecanismos de defensa debe de ser fundamental. La miticina C se expresa desde 
las primeras etapas del desarrollo, siendo detectada incluso en células germinales 
como en los oocitos. Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha sobre 
expresión de AMPs en diferentes etapas del desarrollo demostraron que la 
expresión tanto de la mitilina B como de la defensina MGD-1 no se detecta hasta 
después del momento de la fijación del mejillón al sustrato (Mitta et al., 2000b). Al 
mismo tiempo, su expresión en adultos parece ser ubicua ya que todos los tejidos 
muestreados mostraron una expresión constitutiva de la miticina C, detectándose 
incluso en mejillones no estimulados. Estos datos están en conformidad con datos 
previamente publicados, ya que aunque los AMPs en mejillón pueden estar 
modulados por el estímulo administrado (Mitta et al., 1999b; Mitta et al., 2000b; 
Cellura et al., 2006; Cellura et al., 2007), la expresión de los mismos también se 
detecta en mejillones naïve (Mitta et al., 1999a; 2000b).  
 131
Discusión 
Pese a que la miticina C presentó una elevada diversidad de secuencias, la 
estructura genómica consistente en 3 exones y 2 intrones se mantuvo para todas las 
secuencias analizadas. Esta organización genómica también se detectó para la 
mitilina B y no para la defensina MGD-2 (Mitta et al., 2000b). En ambos casos, el 
exón que codifica para el péptido maduro no está interrumpido por ningún intrón. 
Estos datos sugieren que la separación evolutiva entre las miticinas y las mitilinas 
fue posterior a la separación entre estas últimas y las defensinas (Bulet et al., 
2004).  
El dato más llamativo del presente capítulo, no obstante, es la elevada 
variabilidad de secuencias detectadas, tanto nucleotídicas como aminoacídicas. La 
posible implicación en defensa de estas moléculas hace que esta diversidad cobre 
un mayor interés. En vertebrados, se han detectado altos niveles de polimorfismos 
asociados a genes del sistema inmune ya que normalmente se encuentran 
sometidos a una fuerte presión selectiva que les hace acumular mutaciones (Ota et 
al., 2000). El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) o las 
inmunoglobulinas, son algunos ejemplos de genes donde la selección natural ha 
favorecido la acumulación de un elevado número de variaciones en la secuencia 
génica y posteriormente aminoacídica (Hughes y Nei, 1989; Hughes, 1997; Hughes 
et al., 1990). Los AMPs son moléculas implicadas en la respuesta inmune innata y, 
acorde con los resultados descritos en el presente capítulo, parecen ser perfectas 
dianas para acumular variaciones, por lo que podrían ser considerados, al igual que 
los descritos anteriormente, como puntos calientes  
A pesar de que es la primera vez que se describe una elevada diversidad de 
AMPs en mejillón, la variabilidad detectada en la miticina C no parece ser 
exclusiva de este tipo de péptido, ya que otras moléculas con actividad 
antimicrobiana han presentado niveles semejantes de polimorfismo o incluso 
superiores. En mamíferos las defensinas α y β se han visto sometidas a procesos de 
selección positiva y ha sido este mecanismo el determinante para aumentar su 
espectro de actividad biológica. Se cree que los mecanismos de duplicación y 
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divergencia han sido los responsables de la obtención de la actual diversidad 
presente en los genes de defensina, detectándose incluso genes parálogos que son 
aquellos que se encuentran en el mismo organismo, y cuya semejanza revela que 
uno procede de la duplicación del otro (Semple et al., 2003, Antcheva et al., 2004). 
En anfibios y, concretamente en diferentes especies del género Rana, se han 
detectado entre 6 y 20 AMPs diferentes que difieren en tamaño, secuencia, carga, 
conformación y espectro de acción, incluso en especies muy cercanas. Sin 
embargo, todavía no se han encontrado dos especies que compartan exactamente el 
mismo repertorio de péptidos. Nuevamente, el alto número de variantes se explica 
como una diversificación provocada por numerosas duplicaciones a nivel genético 
seguidas de procesos divergentes en los loci implicados (Duda et al., 1992).  
En invertebrados acuáticos y concretamente en el camarón blanco, Litopenaeus 
vannamei, se han detectado múltiples formas del AMP penaidina. Los análisis de 
estructura genómica y de regulación post-transcripcional revelaron la existencia de 
elementos reguladores en cis y de pseudogenes. Estos datos sugieren que las 
diferentes formas de peneidinas pudieron surgir a partir de deleciones, 
duplicaciones y sustituciones de un ancestro común. (O`Learly y Gross, 2006).  
En el caso de la Miticina C, los resultados revelaron que la variabilidad 
encontrada es mayor en el total de la secuencia aminoacídica que cuando se 
compara sólo con la secuencia correspondiente al péptido maduro. Además, el 
péptido señal es prácticamente el mismo en todos las formas detectadas 
encontrándose el mayor número de variaciones en el extremo carboxilo terminal de 
la proteína. Estos datos coinciden con los resultados encontrados para las 
peneidinas donde el péptido señal es similar en todas las isoformas y el extremo 3’ 
del cDNA muestra las mayores variaciones (Cuthbertson et al., 2002). Sin embargo 
O’Learly y Gross (2006) han demostrado que cada clase de peneidinas es 
codificada por un solo gen y todas las isoformas detectadas son producto de una 
elevada tasa de mutación en cada locus. Varios estudios evolutivos llevados a cabo 
para las defensinas en invertebrados, sugirieron que estos genes han evolucionado 
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desde los arácnidos hasta los dípteros por medio de duplicaciones e inserciones. 
Esta variabilidad en la organización génica y la presencia de nuevos módulos a lo 
largo de la evolución podría ayudar a comprender la aparición de nuevas 
actividades microbicidas en estos péptidos (Froy y Gurevitz, 2002). 
Pese a que los procesos de duplicación y posterior divergencia parecen explicar 
la mayoría de los casos de variabilidad previamente descritos, no se han 
identificado, por el momento, los mecanismos mediante los cuales se genera la 
variabilidad en la miticina C. En el Capítulo III de la presente memoria se 
describen los estudios llevados a cabo para poder dilucidar cuales son las 
herramientas responsables de la generación de esta diversidad.  
La identificación de estos mecanismos junto con la obtención de un espectro de 
actividad microbicida y la caracterización de la estructura tridimensional, aportarán 
nuevos datos para un mejor conocimiento de los procesos implicados en la 
respuesta del mejillón del Mediterráneo, Mytilus galloprovincialis, contra agentes 
patógenos.  
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1. INTRODUCCIÓN: 
  
El sistema inmune adaptativo, característico de los vertebrados, está basado 
en el reconocimiento y eliminación de moléculas no propias. El sistema inmune 
innato, por su parte es capaz de reconocer estructuras conservadas y presentes en 
diversos microorganismos conocidas como Patrones Moleculares Asociados a 
Patógenos (PAMPs) (Medzhitov y Janeway, 1997; Aderem y Ulevitch, 2000; 
Khalturin y Bosch 2007).  
Ya que el funcionamiento de los mecanismos presentes en la inmunidad 
específica implica la presencia de moléculas como el Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad (MHC), los anticuerpos o los receptores de células T (TCR), 
se han llevado a cabo diferentes estudios en organismos invertebrados con el 
objetivo de encontrar moléculas primitivas que actuasen como predecesoras de las 
presentes en el sistema inmune adaptativo.  
A pesar de que los procesos de histocompatibilidad están relacionados con 
la respuesta adaptativa, hay diversos ejemplos donde el aloreconocimiento es uno 
de los principales mecanismos para la supervivencia de organismos coloniales en 
invertebrados (Raftos et al., 1987a; 1987b; 1988;  Saito et al., 1994; Cadavid 2004; 
Khalturin et al., 2005; Nyholm et al., 2006). Por lo tanto, el aloreconocimieto debe 
de considerarse como un proceso universal en la naturaleza y conservado en la 
evolución.  
En los últimos años se ha incrementado considerablemente el conocimiento 
sobre el sistema inmune innato gracias a los estudios llevados a cabo en la mosca 
de la fruta, Drosophila melanogaster, organismo usado universalmente como 
modelo invertebrado (Hoffmann et al., 1999; Medzhitov, 2001). Sin embargo, no 
ocurre lo mismo con los datos relacionados con procesos de aloreconocimiento en 
invertebrados, que podrían ser considerados como precursores o antecesores del 
sistema inmune adaptativo. Recientemente, se han identificado en invertebrados 
una serie de genes altamente variables relacionados con este proceso. Es el caso de 
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las proteínas relacionadas con el fibrinógeno (FREPs) detectadas en el caracol de 
agua dulce, Biomphalaria glabrata, que poseen dominios de inmunoglobulina en 
su extremo amino terminal (Zhang et al., 2004). En la ascidia, Botryllus schlosseri, 
se ha detectado un locus genómico denominado, por su función, locus de 
fusión/histocompatibilidad (FuHc), el cual es altamente polimórfico (Scofield et 
al., 1982; Weissman et al., 1990; De Tomaso et al., 2005; Nyholm et al., 2006). 
También se han encontrado niveles de polimorfismo elevados en moléculas 
relacionadas con otros procesos que requieren un reconocimiento, como son los 
procesos de fecundación. En concreto, en dos especies de ascidias hermafroditas 
Halocynthia roretzi y Halocynthia aurantium se han descrito receptores de 
esterilidad altamente variables, que mediante mecanismos de reconocimiento de lo 
propio-no propio son capaces de evitar la autofecundación (Sawada et al., 2002; 
2004). Lo mismo ocurre con Ciona intestinalis, donde se ha caracterizado una 
proteína transmembrana conocida como proteína similar al receptor variable del 
complemento (vCRL1) (Kürn et al., 2007). El estudio comparado entre estos genes 
relacionados con el reconocimiento de lo propio-no propio en invertebrados, y los 
genes hipervariables presentes en vertebrados, podrían aporta luz sobre cuales 
pueden ser los mecanismos evolutivos del sistema inmune y comprender mejor sus 
características funcionales. 
 El mejillón del Mediterráneo, Mytilus galloprovincialis, se cultiva en altas 
densidades en Galicia (una media de 250.000 toneladas por año) y, a diferencia de 
otros moluscos bivalvos cultivables, como las ostras o las almejas, no ha sufrido 
mortalidades masivas debido a patógenos o a agentes contaminantes. A pesar de su 
importancia económica y de su aparente robustez frente a estímulos externos, se 
conoce muy poco de sus mecanismos moleculares de defensa. Los resultados 
presentados en los dos capítulos anteriores (I y II), revelaron la existencia de una 
nueva clase de péptido antimicrobiano, denominado Miticina C. La característica 
principal de esta nueva isoforma de AMP, ha sido la elevada variabilidad 
encontrada, ya sea a nivel genómico, de cDNA o proteico. En concreto se han 
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caracterizado un número de 18 formas proteicas diferentes en un total de 100 
individuos. Estos niveles de polimorfismo detectados en la miticina C no se 
encontraron en las dos clases de miticina previamente descritas (A y B) (Mitta et 
al., 1999a) y tampoco en otros genes no relacionados con el sistema inmune como 
la β-actina. Sin embargo, todos los datos de variabilidad presentados hasta el 
momento se centran en una variabilidad a nivel poblacional.  
Con el objetivo de comprender cómo es esta variabilidad a nivel individual 
se ha utilizado por primera vez en moluscos bivalvos, una técnica conocida como 
Gel de Electroforesis en Gradiente Desnaturalizante (DGGE) que, desde su 
invención (Myers et al., 1985; 1987) se ha utilizado en diferentes disciplinas de la 
biologíaa para estudiar desde mutaciones génicas (Sheffield et al., 1989) hasta 
diversidad microbiana (Muyzer y Smalla, 1998; Muyzer, 1999). La existencia de 
un gradiente permite resolver en el gel productos en función de su secuencia y que, 
por presentar el mismo tamaño en pares de bases, nunca se distinguirían en un gel 
de agarosa convencional. La aplicación de esta nueva técnica permitió analizar la 
variabilidad de la Miticina C en mejillones naïve así como la modulación de la 
expresión de la misma tras la estimulación con moléculas de diversa naturaleza. 
Además, el análisis mediante DGGE, ha permitido realizar comprobaciones entre 
diferentes individuos y conocer qué isoformas de miticina C se están expresando en 
cada momento. 
En el presente capítulo se describen los experimentos llevados a cabo para 
estudiar cuáles pueden ser los procesos moleculares por los que se genera la 
variabilidad y qué significado biológico tiene el exceso de potenciales isoformas. 
El conocimiento detallado de estos mecanismos podría ayudar a comprender, desde 
un punto de vista evolutivo, la formación del sistema inmune adaptativo. Además, 
el estudio de los niveles de polimorfismo encontrados en esta molécula implicada 
en defensa mejoraría el entendimiento de las herramientas utilizadas por el mejillón 
del Mediterráneo, en su resistencia contra patógenos.  
 
 139
Materiales y métodos 
 140
2. MATERIALES Y MÉTODOS: 
 
2.1. Procedencia y mantenimiento de los animales: 
Los ejemplares de mejillón del Mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) se 
obtuvieron de depuradora comercial de mariscos (Mariscos Ría de Vigo, S.L.) 
situada en la Ría de Vigo. El mantenimiento y aclimatación de los animales fue el 
mismo que el descrito en la sección 2.1 de Materiales y Métodos del Capítulo I. 
 
2.2. Estimulación in vitro e in vivo: 
 Para estudiar las posibles variaciones en el perfil de bandas de cada 
mejillón individual después de una estimulación, se llevaron a cabo tratamientos 
tanto in vitro como in vivo. Un total de 15 mejillones se dividió en 5 grupos de 3 
animales cada uno. Al primero de ellos se les inoculó por vía intramuscular (i.m). 
un volumen de 100 μl de una solución que contenía 107 células/ml. de una mezcla 
de bacterias muertas por calor formada por Micrococcus lysodeikticus, Vibrio 
splendidus y Vibrio anguillarum amablemente cedidas por el Dr. Philippe Roch 
(IFREMER, Montepellier). El segundo de los grupos se estimuló con el mismo 
volumen de una solución que contenía la bacteria viva Vibrio splendidus (O.D. 
0,033). El tercer tratamiento consistió en la adición de 100 μl a cada individuo de 
una solución de poly I:C (1 mg/ml). El cuarto grupo de animales se sometió a un 
choque por calor que consistió en un baño en agua de mar a 30ºC durante 90 
minutos. Los 3 mejillones restantes actuaron como controles y se les inyectó 100 μl 
de FSW. Tras la estimulación de los animales, se devolvieron al agua de mar, a 
15ºC durante 24h. Al cabo de ese tiempo se tomaron muestras de manto, glándula 
digestiva y hemocitos de cada individuo. A los tejidos se les añadió 700 μl de 
Trizol (Invitrogen) y la hemolinfa se centrifugó previamente a  2500 xg durante 15 
min.a 4ºC y las células se resuspendieron en el mismo volumen de Trizol que en el 
caso de los tejidos. Las células y los tejidos se mantuvieron a -80C hasta el 
momento del aislamiento del RNA. 
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 Con respecto a los experimentos in vitro, se utilizaron cuatro animales para 
realizar la inoculación. De cada mejillón se extrajeron 4 ml de hemolinfa que se 
dispensaron en 4 tubos diferentes. A uno de los tubos se les añadió 100 μl de la 
misma mezcla bacteriana descrita previamente, a otro 100 μl de una solución de 
poly I:C (1mg/ml) y al tercero, que actuó como control, 100 μl de FSW. La 
hemolinfa depositada en el cuarto y último tubo se centrifugó rápidamente 
sirviendo como control absoluto del experimento. Los tubos tratados se 
mantuvieron a 15ºC durante 24h, tiempo tras el cual se centrifugaron y los 
hemocitos se conservaron en Trizol tal y como se ha descrito previamente.  
 El aislamiento de RNA se llevó a cabo utilizando el reactivo Trizol y 
posteriormente se trató con 2,5 U de DNase (Ambion) para eliminar la posible 
contaminación por DNA tal y como se ha explicado en la sección de Materiales y 
Métodos del Capítulo I. Se utilizaron 5 μg para la obtención de cDNA usando la 
SuperScript II Rnase H- Reverse Transcriptase (Invitrogen). 
 
2.3 Análisis de variabilidad: 
 
 a) Técnica de la DGGE: 
 Para el análisis mediante PCR-DGGE, se amplificó una región del cDNA 
utilizando los cebadores específicos de la Miticina C (Myticin 7F / R) cuya 
secuencia está especificada en la Tabla 1.2 del Capítulo I. En esta ocasión el 
oligonucleótido forward lleva unido una secuencia rica en GC en su extremo 5’. La 
adición de esta secuencia incrementa la temperatura de hibridación (Tm) y evita la 
completa disociación de las dos cadenas de DNA a cadenas sencillas. Las PCRs se 
llevaron a cabo en un volumen de 50 μl de una mezcla que contenía 1,25 U de Taq 
(TaKaRa ExTaq™ Hot Start Version; TaKaRa Bio Inc., Otsu, Siga, Japan), 1X 
ExTaq Buffer (2mM MgCl2), 200 µM de cada nucleótido, 0,5 µM de cada cebador 
y 100 ng de DNA molde. El ciclo al que se sometieron las muestras fue un ciclo 
touchdown con las siguientes características: 
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•  94ºC 5 min. 
• 10 ciclos bajando la Tm 1ºC / ciclo 
o 94ºC 1 min. 
o 65ºC 1 min. 
o 72ºC 1 min. 
• 20 ciclos: 
o 94ºC 1 min. 
o 55ºC 1 min. 
o 72ºC 1 min. 
• Extensión final: 
o 72ºC 10 min. 
 
 
Los productos se precipitaron usando 1/10 de volumen de una solución de 
acetato sódico (3M; pH 4,8) y 2 volúmenes de etanol. Los productos positivos y 
purificados (aproximadamente 800 ng) se cargaron en un gel de acrilamida al 6% 
(peso / volumen), de 0,75 mm de espesor y con un gradiente desnaturalizante de 
urea-formamida en un rango entre el 30 y el 65%. La DGGE fue llevada a cabo en 
tampón TAE 1X usando el sistema DGGE-2001 (CBS Scientific Company, Del 
Mar, CA) a 100V y 60ºC durante 16h. Los geles se tiñeron durante 45 min. en 
tampón TAE 1X suplementado con SybrGold (Invitrogen) y se fotografiaron 
inmediatamente bajo la luz ultravioleta (UV) usando el sistema Gel Doc XR y el 
programa Quantity One (Bio-Rad, Hercules, CA). 
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 b) Secuenciación de bandas: 
Para estudiar la variabilidad encontrada entre las diferentes bandas de un 
perfil de DGGE, se recortaron las más intensas con un bisturí estéril y se 
resuspendieron en 50 μl de agua Milli-Q. Tras dejar las bandas durante una noche a 
4ºC, se reamplificaron mediante PCR usando los cebadores Myticin 7F F / R en las 
condiciones previamente descritas. Los cebadores y nucleótidos sobrantes de la 
reacción se eliminaron mediante digestión enzimática usando 10 y 1U 
respectivamente de las enzimas ExoI y SAP (Amersham Biosciences) a 37ºC 
durante 1h seguido de 15 min. a 80ºC para provocar la inactivación de las mismas. 
La secuenciación se llevó a cabo usando el kit  Big Dye Terminador Cycle 
Sequencing Reading Reaction Kit (Applied Biosystems) mediante un secuenciador 
automático ABI 3730. La variabilidad de la miticina C de cada mejillón se 
comparó con el perfil de bandas de un gen no inmune como la β-actina usando los 
cebadores: Mussel-Act-F-DGGE (5′ GCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCC 
GCCGCCCC CGCCCGAACCGCCGCTTCTTCATCTTC 3′) y Mussel-Act-R (5′ 
TACCACCAGACAAGACGG 3′). Las condiciones de la PCR fueron las 
siguientes: 
 
• 94ºC 5 min. 
• 40 ciclos: 
o 94ºC 60 s. 
o 50ºC 60 s. 
o 72ºC 60 s. 
• Extensión final: 
o 72ºC 10 min. 
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c) Variabilidad geográfica y tisular: 
 Con el objetivo de estudiar la variabilidad de la miticina en diferentes 
zonas geográficas y/o en diferentes tejidos dentro de un mismo individuo, se 
muestrearon varios mejillones de diferentes zonas de la Ría de Vigo y de Francia. 
Además, se recogieron muestras de branquias, manto y hemocitos y se procesaron 
tal y como se ha explicado previamente.  
 
 d) Perfiles familiares: 
 Para estudiar la heredabilidad de la miticina C, se generó una familia 
mediante inducción de la puesta tal y como se ha descrito en la sección 2.5 de 
Materiales y Métodos del Capítulo II. Las larvas se mantuvieron en circuito 
cerrado en tanques de agua de mar a 20ºC con aireación y se alimentaron 
diariamente con Isochrysys galbana (12 x 108 células / animal). Se realizaron 
muestreos a 1, 3 y 5 meses post-fertilización. Las muestras individuales se 
homogeneizaron en 700 µl de Trizol y se congelaron a -80ºC hasta el momento de 
su procesamiento.  
 
2.4. Generación de variabilidad: 
Para determinar el mecanismo o los mecanismos por los cuales se generan 
las diferentes isoformas de cDNA a partir del DNA genómico, se aisló el DNA 
total y RNA de dos mejillones individuales (individuo 1 y 2). El DNA se obtuvo 
mediante la técnica del fenol-cloroformo (Maniatis et al., 1982) y el aislamiento de 
RNA así como la síntesis de cDNA se llevaron a cabo tal y como se ha descrito 
previamente. El DNA total y el cDNA se usaron como moldes para la realización 
de una PCR usando los cebadores Myticin 7F / R en las condiciones descritas en 
esta misma sección. Los productos se ligaron en el vector pCR 2.1 (Invitrogen) y 
con esta nueva construcción se transformaron bacterias competentes DH5α. Los 
clones que contenían el inserto se rastrearon mediante PCR y aquellos positivos se 
secuenciaron tal y como se ha descrito previamente.  
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2.5. Análisis de la heredabilidad: 
 Con el objetivo de estudiar si la Miticina C podría ser heredada sólo por vía 
materna, se seleccionaron las gónadas individuales de 5 machos y de 5 hembras 
tras haber comprobado su grado de madurez empleando el microscopio óptico. Se 
aisló el RNA de cada una de ellas usando Trizol y se utilizaron 5 μg de cada una de 
las muestras para hacer el paso a cDNA tal y como se ha explicado previamente. Se 
realizaron PCRs para amplificar la miticina C y la β-actina utilizando los cebadores 
Myticin 7F F/R y Mussel act- F/R respectivamente. Los ciclos a los que se 
sometieron las muestras en cada una de las PCR fueron el ciclo touchdown 
indicado en el apartado 2.3.a) para la Miticina C y el 2.3.b) para la actina. 
 
2.6. Southern-Blot: 
 Con el objetivo de conseguir un DNA de buena calidad se probaron 
diferentes métodos de aislamiento como el DNAzol (Invitrogen), fenol-cloroformo 
(Maniatis et al., 1982) y los métodos descritos por Fritz y por Akimenko 
(recogidos por Westerfield, 2000). Tras determinar su calidad en un gel de agarosa 
(1%), se llevaron a cabo reacciones independientes con varias enzimas de 
restricción como EcoRI, NdeI, BamHI, XhoI y AgeI así como reacciones 
combinadas con varias enzimas utilizando 40 μg de DNA en cada una de ellas. La 
elección de las enzimas se llevó a cabo teniendo en cuenta que la diana de 
restricción no estuviese presente en el gen de interés. Los productos de las 
digestiones se corrieron en un gel de agarosa (1%) usando un patrón de peso 
molecular marcado con digoxigenina (DG). El DNA se transfirió a una membrana 
de nylon durante una noche, tiempo tras el cual se fijó a la membrana mediante 
exposición a la luz UV durante 10-15 min. La membrana se prehibridó durante una 
hora en tampón de prehibridación (5xSSC pH 7,0; 0.02% SDS y 2% de solución de 
bloqueo). La hibridación se llevó a cabo durante una noche con una sonda diseñada 
a partir del cDNA de la miticina C y marcada con DG. La membrana se lavó dos 
veces en 2xSSC y SDS al 0,1%. La detección inmunológica se llevó a cabo 
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utilizado el kit DIG Nucleic Acid Detection Kit (Roche) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. 
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3. RESULTADOS: 
 
3.1. Variabilidad de la Miticina C: 
Figura 3.1. Perfil de bandas de DGGE de 
la Miticina C y β-actina en 3 mejillones 
individuales diferentes (a, b y c). Se 
representan diferentes tejidos (B: 
branquias, M: manto, H: hemocitos). 
En los capítulos anteriores se 
ha descrito una elevada variabilidad 
de la Miticina C en la población. Para 
determinar si esta variabilidad 
también está presente en cada 
individuo, se analizó la expresión del 
mRNA de 3 mejillones individuales 
(a, b y c) mediante la técnica de 
DGGE (Figura 3.1.). A pesar de que 
este análisis se repitió con más de 100 
individuos, el patrón de bandas 
observadas fue diferente en cada uno 
de ellos. Además, el número de 
bandas observado en cada mejillón 
analizado fue variable, pudiendo 
detectarse desde 5 como mínimo 
hasta 24 como máximo. Sin 
embargo, la variabilidad encontrada para la β-actina, fue significativamente menor. 
 
3.2. Validación de la técnica: 
Para demostrar la validez de la técnica, las bandas obtenidas se recortaron 
del gel, reamplificaron y secuenciaron confirmándose que todas ellas mostraban 
homología con la Miticina C. Las secuencias obtenidas se analizaron mediante 
alineamientos, comprobándose que aquellas bandas que presentaban diferente 
secuencia, tenían diferente movilidad en el gel. Sin embargo aquellas bandas con 
idéntica migración, compartían secuencia entre sí (Figura 2). 
Resultados 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 3.2. Gel de DGGE donde se muestra el perfil de bandas de dos mejillones (nº 4 y 3) 
obtenido tras la estimulación in vitro con poly I:C (P) y mezcla de bacteria muerta (B). C y 
Co representan al control y al control absoluto respectivamente. Los alineamientos 
mostrados en amarillo y azul están compuestos por las secuencias obtenidas de la 
reamplificación de las bandas marcadas en el gel en amarillo y azul respectivamente.  
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3.3. Variabilidad tisular: 
También se analizó la variabilidad de la Miticina C a nivel de tejidos, 
estudiándose la expresión en hemocitos, branquias y manto. Aunque en la mayoría 
de los casos se obtuvo un perfil idéntico entre diferentes tejidos pertenecientes a un 
mismo individuo, fue posible encontrar individuos donde esto no ocurrió.  
Figura 3.3. Gel de DGGE donde se muestran los perfiles de 
bandas de la Miticina C correspondientes a 3 individuos (5, 6 
y 7) en hemocitos (H), branquias (B) y manto (M). 
En la Figura 3.3 se muestran los resultados obtenidos tras analizar la 
expresión de la Miticina C en hemocitos (H), branquias (B) y manto (M) de 3 
mejillones individuales 
(nº 5, 6 y 7). En los 
individuos 5 y 7 el 
perfil de los hemocitos 
fue diferente al 
obtenido en el manto y 
branquias. Sin 
embargo, en el 
mejillón nº 6, el tejido 
que mostró diferencias 
con respecto a los 
demás fue la branquia. 
En la Figura 3.1 también se pueden apreciar diferentes tejidos pertenecientes a 
otros tres mejillones diferentes (a, b y c) donde los individuos “b” y “c” mostraron 
el mismo patrón en branquias y hemocitos pero diferían en el del manto. Sin 
embargo, el mejillón “a” presentó el mismo patrón de bandas en branquias y manto 
y diferente en hemocitos.   
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3.4. Variabilidad geográfica: 
Para estudiar el nivel de variabilidad de la miticina C en diferentes zonas 
geográficas, se realizaron muestreos de diferentes zonas de la ría de Vigo (La 
fuente y Alcabre), así como 
de zonas no pertenecientes a 
la misma como la Ría de 
Arousa o el Golfo de Lyon 
(Francia), siendo estos 
últimos donados 
amablemente por el Dr. 
Philippe Roch (IFREMER, 
Montepellier). Tras realizar 
el mismo análisis que en los 
casos anteriores, los 
resultados volvieron a 
mostrar un elevado número de bandas en cada mejillón individualmente analizado, 
correspondiéndose todas las 
bandas encontradas con 
Miticina C (valores esperados 
en el BlastX ≤ 10-4). Con 
respecto a los mejillones 
recogidos en las Rías Baixas, 
no se encontró un patrón 
común de bandas entre los 
mejillones pertenecientes a la 
misma zona, ni entre aquellos 
pertenecientes a zonas 
diferentes (Figura 3.4). El 
análisis de los mejillones de la costa francesa reveló que el grado de variabilidad 
Figura 3.4. Perfil de bandas de hemocitos para la 
Miticina C obtenido para 3 mejillones individuales de 
3 zonas diferentes de la costa gallega. 
Figura 3.5. Perfil de bandas de hemocitos obtenido 
para 3 individuos de la costa atlántica gallega y para 
3 de la costa francesa. 
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encontrado es muy similar al obtenido para los mejillones gallegos, confirmando 
que la variabilidad detectada en la miticina C no es exclusiva de la costa Atlántica 
de España y por lo tanto, la diversidad no parece estar relacionada con el origen 
geográfico (Figura 3.5). 
Con el objetivo de detectar si aquellos mejillones pertenecientes a la misma 
piña podrían compartir un perfil de bandas similar, se tomaron muestras de 5 
mejillones individuales pertenecientes a dos piñas de mejillones diferentes. Los 
resultados mostraron que no existe un patrón de bandas compartido entre los 
mejillones pertenecientes al mismo grupo, sugiriendo que cada individuo presenta 
un perfil de bandas específico (Figura 3.6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.6. Patrón de bandas obtenido tras el análisis de la expresión de la Miticina C en 
hemocitos de 5 mejillones individuales pertenecientes a dos grupos diferentes. 
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3.5. Variabilidad familiar y heredabilidad: 
Para estudiar si el perfil de bandas podía estar compartido entre diferentes 
miembros de una misma familia, se indujo la puesta experimentalmente para poder 
realizar una fecundación. Los distintos estadíos larvarios se muestran en las 
fotografías de la Figura 3.7, donde se aprecia la larva velíger (A y B) previa a la 
fijación y larvas buscando un sustrato donde fijarse a través del pie (C y D).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.7. Diferentes estadíos larvarios correspondientes a larvas de 1 (A), 4 (B), 34 (C) y 
64 (D) días post-fecundación. 
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Se analizó la variabilidad de la Miticina C mediante DGGE en un total de 8 
larvas de 2 meses de edad pertenecientes a la misma familia. En la Figura 3.8 se 
aprecia el patrón de bandas obtenido en cada una de ellas. Tras el análisis de más 
de 100 individuos, esta fue la primera vez donde se detectó un patrón de bandas 
compartido por varios individuos, sugiriendo que sólo los individuos relacionados 
genéticamente comparten 
las mismas bandas de 
Miticina C. Además, este 
dato se corroboró 
mediante la 
reamplificación de las 
bandas recortadas del gel 
y su posterior análisis de 
las secuencias, donde se 
verificó que aquellas 
bandas presentes a la 
misma altura mostraban homología de secuencia. El número de bandas totales 
obtenidas en cada larva fue significativamente inferior al encontrado en mejillones 
adultos. Con el fin de determinar si el número de bandas se iba incrementando a lo 
largo de la vida del animal, se realizó el mismo experimento con larvas hermanas a 
los 3 y a los 5 meses post-fecundación, pero no se detectó un aumento significativo 
(datos no mostrados). Para poder determinar si el perfil de bandas de las larvas 
resultaba de una mezcla de las bandas presentes en los dos progenitores, se llevó a 
cabo el mismo análisis mediante DGGE de las muestras de oocitos y 
espermatozoides procedentes de la madre y padre respectivamente, observando 
que, curiosamente, los machos no expresaban la Miticina C en sus células 
germinales, cuando sí expresaban otros genes como la β-actina. Para confirmar el 
posible hecho de que la Miticina C se heredase por vía materna, se realizaron PCRs 
utilizando RNAs procedentes de gónadas maduras de más de cinco individuos por 
Figura 3.8. Perfil de bandas obtenido tras el análisis de 
la Miticina C de larvas hermanas mediante DGGE. 
 153
Resultados 
sexo. La expresión de la Miticina C se comparó con la de las β-actinas para 
descartar el hecho de que la no detección de la Miticina C se debiese a la mala 
calidad del RNA debido a la elevada carga enzimática de los espermatozoides 
(Figura 3.9). A 
pesar de la baja 
calidad de las 
actinas, se observa 
como todas las 
hembras expresan 
la Miticina C, 
mientras que no se 
detecta en ninguno 
de los machos 
analizados. En la 
Figura 3.9., se 
muestran 5 individuos de cada sexo, aunque se ha testado un número más elevado 
observándose el mismo resultado. Las figuras mostradas previamente en este 
capítulo correspondían a machos y a hembras, aunque nunca se han mostrado 
perfiles de gónadas. Estos resultados sugieren que la Miticina C se hereda sólo por 
vía materna, a pesar de que mejillones adultos machos puedan expresarla.  
Figura 3.9. Expresión de Miticina C y β-actina en gónadas 
maduras de hembras (H) y machos (M). 
 
3.6. Comparación entre cDNA y DNA: 
 Para intentar determinar cuales son los mecanismos por los cuales se 
genera la diversidad en la Miticina C se llevó a cabo un análisis de comparación de 
clones genómicos y de cDNA de dos mejillones individuales. Los exones obtenidos 
en el análisis del DNA genómico se alinearon con el objetivo de poder compararlos 
con las secuencias de cDNA. Se secuenciaron un total de 20 clones genómicos del 
mejillón nº 1. La mayoría de las secuencias genómicas se repartieron en dos grupos 
que agruparon al 40 (grupo G11) y 20 % (grupo G21) de los clones respectivamente 
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(Figura 3.10). Todos los clones pertenecientes al mismo grupo mostraron una 
homología del 100%.  El resto de los clones analizados fueron secuencias únicas 
(un total de 9) representando, cada una de ellas, el 5% del total de clones 
analizados y mostrando a su vez una homología del 99% con los grupos más 
representativos. Estos datos sugieren que las secuencias únicas deben haberse 
formado a partir de mutaciones puntuales de las dos formas más representadas. Se 
secuenciaron un total de 31 clones de cDNA que se agruparon nuevamente, en 2 
grupos con un 35 y 29% de los clones en cada uno de ellos. El resto de las 
secuencias se agruparon en 7 grupos con un número bajo de clones en cada uno (un 
máximo de 3). La homología entre estos 7 grupos y los 2 mayoritarios fue mayor o 
igual al 97%. Por lo tanto, para el mejillón nº 1, todas las formas minoritarias tanto 
de clones genómicos como de cDNA parecen proceder de las dos formas 
mayoritarias. Sin embargo, ninguna de las formas minoritarias del DNA es capaz 
de generar formas de cDNA. Para el mejillón nº 2 se secuenciaron un total de 8 
clones genómicos que se agruparon todos ellos en 3 grupos con un 37,5, 37,5 y 
25% de los clones respectivamente. En este caso, no se obtuvo ninguna forma 
minoritaria. En el cDNA, la mayoría de los clones se agruparon en 2 grupos que 
albergaron al 35,7 (C12) y 28,5% (C22) de las secuencias analizadas. El resto de los 
clones detectados se clasificaron como secuencias únicas, mostrando todos ellos 
homología del 100% con las secuencias más representativas. En los dos individuos 
analizados, las formas menos representativas mostraron alta homología con las 
formas que albergaron a la mayoría de los clones, sugiriendo que todas ellas fueron 
probablemente generadas de las más representativas. Además, no se encontró 
ninguna de las formas presentes en un individuo en el otro y viceversa. Tanto los 
exones de las formas genómicas como las secuencias de cDNAs se tradujeron a 
proteínas en cada uno de los individuos analizados y se realizó un alineamiento de 
todas las formas proteicas por individuo. Como se aprecia en la Figura 3.10, en el 
mejillón nº1, tan sólo 4 secuencias son iguales 2 a 2, coincidiendo con las formas 
mayoritarias tanto genómicas como de cDNA. En el mejillón nº2 hay 3 parejas de 
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secuencias iguales en donde se encuentran las 3 formas genómicas mayoritarias, las 
2 mayoritaras de cDNA y, en este caso, también aparece una forma minoritaria de 
cDNA coincidiendo con una mayoritaria de genómico. 
 
MEJILLÓN 1 MEJILLÓN 2
G11 (40%)
G21 (20%)
G31 (5%)
G41 (5%)
G51 (5%) 
G61 (5%)
G71 (5%)
G81 (5%)
G91 (5%)
G101 (5%)
C31 (9%)
C41 (6%)
C51 (6%)
C61 (3%)
C71 (3%)
C81 (3%)
C91 (3%)
C11 (35%)
C21 (29%)
Genómico
n=20
cDNA
n=31
Genómico
n= 8
cDNA
n= 28
G12 (37,5%)
G22 (37,5%)
G32 (25%)
C12 (35, 7%)
C22 (28,5%)
C32 (3%)  C82(3%)
C42 (3%)  C92(3%)
C52 (3%)  C102(3%)
C62 (3%)  C112(3%)
C72 (3%)
G4.1        
C2.1        
G3.1        
G1.1        
G6.1        
C8.1        
C9.1        
C4.1        
C6.1        
C3.1        
G2.1        
C1.1        
G5.1        
C5.1        
C7.1        
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G1.1        
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G5.1        
C5.1        
C7.1        
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 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACRSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACRSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACRSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACRSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACRSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACRSYYCSKFWGSAGCSLYGCYLLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
 ************************* ******* ******** ** **** 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNKMENSPLMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPFMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEVVNLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEGENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPLMNEVENLDQEMNMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMEHLDQEMEMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMEHLDQEMEMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMEHLDQEMEMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMEHLDQEMEMF 
 KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMEHLDQEMEMF 
  *****************************:*:***.***  :*****:** 
C8.2    
C9.2    
C1.2    
G3.2    
C10.2   
C7.2    
G1.2    
C4.2    
C3.2    
G2.2    
C2.2    
C5.2    
C6.2    
       
 
C8.2    
C9.2    
C1.2    
G3.2    
C10.2   
C7.2    
G1.2    
C4.2    
C3.2    
G2.2    
C2.2    
C5.2    
C6.2    
       
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCLLYGCYKLHPG  
MKATVLLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
 MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSVACTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
MEATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYLLHPG 
MKATILLAVVVAVIVGVQEAQSIPCTSYYCSKFCGSAGCSLYGCYKLHPG 
*:**:*****************:.*************** ***** **** 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNEQNKEMDNSPVMNRVEHLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNEQNKEMDNSPVMNRVEHLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNEQNKEMDNSPVMNRVEHLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNEQNKEMDNSPVMNRVEHLDQEMDMF 
 KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNEQNKEMDNSPLMNRVEHLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNEQNKEMDNSPVMNRVEHLDQEMDMF 
KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPMMNEVENLDQEMDMF 
KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPMMNEVENLDQEMDMF 
KICYCLHCSRAESPLALSGSARNVNDKNNEMENSPMMNEVENLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMENLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMENLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMENLDQEMDMF 
KICYCLHCRRAESPLALSGSARNVNDKNNEMDNSPVMNEMENLDQEMDMF 
******** ****************::*:**:***:**.:*:******** 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10. Representación esquemática entre las formas genómicas y de cDNA de la 
Miticina C encontradas para los dos mejillones analizados (parte superior de la figura). En 
la parte inferior se representan los alineamientos proteicos obtenidos tras la traducción de 
las secuencias exónicas y de cDNA. Aparecen en el mismo color aquellas secuencias 
iguales.  
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3.7. Modulación de la expresión de la Miticina C: 
 Se evaluó el perfil de expresión de la Miticina C después de su exposición 
a diferentes estímulos externos como bacteria, poly I:C y un choque de calor, tanto 
in vitro (cultivo primario de hemocitos) como in vivo (aislando hemocitos, manto y 
glándula digestiva). Los resultados de los experimentos in vitro se muestran en la 
Figura 3.11 donde se aprecia que el perfil de bandas de la Miticina C antes y 
después de la exposición de los hemocitos a los estímulos es exactamente el mismo 
para los dos mejillones analizados. También se realizó el mismo experimento con 
un tercer mejillón y los resultados fueron similares (datos no mostrados). En cuanto 
a los experimentos in vivo, sólo los hemocitos pudieron ser muestreados antes y 
después de la adición del estímulo, sin causar daño en el animal. El número y la 
localización de las bandas en el gel de DGGE fue el mismo antes y 24 horas 
después de la administración del estímulo (bacteria muerta y poly I:C) para los 3 
mejillones estudiados (Figura 3.12). Los mismos individuos con los que se realizó 
el experimento se mantuvieron en acuarios durante un período largo de tiempo (2 
meses) para evaluar si el perfil de bandas podría variar a lo largo del tiempo. 
Aunque no sobrevivieron todos los individuos, se encontró el mismo perfil en los 
supervivientes analizados (datos no mostrados). Con respecto al tratamiento por 
choque de calor, el perfil de bandas en los hemocitos fue el mismo en dos 
individuos antes y después del estímulo. Sin embargo, en aquellos mejillones 
estimulados con bacteria viva, el número de bandas a las 24 horas post-infección 
parece reducirse. Además, el número de bandas detectadas en los hemocitos fue 
ligeramente mayor que en branquias y manto, excepto en los controles donde la 
distribución de las bandas en los tres tejidos analizados fue más parecida entre sí 
que en los otros dos individuos tratados (Figura 3.13).  
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Figura 3.11. Perfil de bandas de DGGE de la Miticina C antes (t0) y 24h después de una 
estimulación in vitro con bacteria muerta (B) y poly I:C (P). C y Co representan al control y 
al control absoluto respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.12. Gel de DGGE mostrando las bandas de la Miticina C en hemocitos antes (t0) y 
24h después de una estimulación in vivo con bacteria muerta (B) y poly I:C (P). C y Co 
representan al control y al control absoluto respectivamente. 
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Figura 3.13.  Gel de DGGE mostrando las bandas de la Miticina C en hemocitos, glándula 
digestiva (GD) y manto (M) 24h después de una estimulación in vivo con bacteria viva y 
por choque de calor. H0 y H24 representa el perfil de bandas en los hemocitos antes y 
después de la adición del estímulo.  
 
 
3.8. Southern: 
Los resultados obtenidos en el Southern-Blot no fueron concluyentes. Se 
realizó el experimento un total de 10 veces variando los métodos de extracción de 
DNA (los descritos en la sección de Materiales y Métodos), las combinaciones de 
enzimas de restricción, los tiempos de digestión (desde 1hora a toda la noche), los 
tamaños (~ 100 pb, ~ 500 pb  y ~ 700 pb) y purificación de la sonda (producto total 
de PCR y banda recortada y purificada del gel) y las temperaturas de hibridación 
(desde 50ºC hasta 70ºC). Como control positivo de la técnica se usó una sonda 
contra la histona H3, utilizando una pareja de cebadores amablemente donados por 
la Dra. Paloma Morán (Universidad de Vigo) observándose una hibridación fuerte 
(datos no mostrados). El mejor resultado se obtuvo mediante el aislamiento del 
DNA con fenol-cloroformo, la digestión con EcoRI, BamHI y XhoI, durante 1hora 
y media y con una temperatura de hibridación de 55ºC (Figura 3.14). Los 
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Figura 3.14. Southern Blot hibridado 
con una sonda contra la Miticina C. 
resultados obtenidos mostraron la 
presencia de 3 bandas tenues tras la 
digestión con EcoRI (carril 1) 
sugiriendo la existencia de 3 copias 
génicas. En los carriles 2 y 3 se 
aprecian 2 bandas que supondrían la 
existencia de hibridación de la sonda 
con 2 fragmentos del genoma 
diferentes, por lo tanto, 2 copias del 
gen. Sin embargo, las digestiones 
con 2 enzimas (carriles 4 y 5), no 
mostraron los resultados esperados 
que corresponderían con la suma de 
resultados obtenidos con las enzimas 
individuales. Además, en todos los experimentos realizados se obtuvo un elevado 
rastro de fondo.   
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4. DISCUSIÓN: 
  
Los animales acuáticos que están sometidos a cultivos intensivos se 
encuentran continuamente afectados por diversos factores estresantes, haciendo 
que puedan ser más susceptibles a una amplia variedad de enfermedades 
infecciosas y/o a diferentes parásitos oportunistas. Este hecho cobra especial 
importancia en moluscos cultivables ya que al ser criados en sistemas abiertos 
(bateas y playas), no se pueden llevar a cabo tratamientos como en el caso de los 
peces en las piscifactorías. Además, al carecer de sistema inmune adaptativo, se 
hace imposible el uso de vacunas. Algunos agentes de diversa etiología, como por 
ejemplo los protozoos Bonamia ostreae y Marteilia refringens, han conseguido 
eliminar poblaciones tanto cultivadas como naturales en varias especies de ostra en 
diferentes partes del mundo (Kroeck y Montes 2005; Berthe et al., 2004). Sin 
embargo, en el mejillón del Mediterráneo, pese a ser cultivado en grandes 
densidades en Galicia (una media de 250,000 toneladas por año), nunca se han 
detectado mortalidades masivas, ni siquiera tras infecciones experimentales 
realizadas con diferentes patógenos (Figueras, datos no publicados). Son varios los 
datos que hacen pensar que el mejillón debe de poseer mecanismos de resistencia 
contra todos estos patógenos. Se ha demostrado que el LPS bacteriano y otras 
moléculas recombinantes como el TNF heterólogo, son capaces de activar 
diferentes cascadas de transducción de señales implicadas en inmunidad innata en 
hemocitos de mejillón (Cao et al., 2004a; 2004b; Betti et al., 2006). En el capítulo 
V de la presente memoria se muestra como tras una inmunoestimulación con β-
glucanos, los mejillones no incrementan su actividad bactericida tal y como ocurre 
en vertebrados (Patchen y Lotzova, 1980; Jorgensen y Robertsen, 1995; Santarem 
et al., 1997; Figueras et al., 1998; Sahoo y Mukherjee, 2002) o en especies más 
cercanas como la almeja fina (Tafalla et al., 2003). Todas estas evidencias nos 
permiten pensar que los mejillones deben de poseer algún mecanismo dentro de su 
sistema inmune que los haga más resistentes a las enfermedades.  
Discusión 
Como hemos mostrado en los capítulos anteriores, el resultado más 
llamativo fue la obtención de un elevado número de AMPs en las dos SSH 
construidas, así como la existencia de un gran número de isoformas diferentes. 
Además, esta riqueza, que se observó desde las primeras etapas larvarias y en todos 
los tejidos analizados, no se ha detectado previamente en otros moluscos (Boutet et 
al., 2004; Huvet et al., 2004; Tanguy et al., 2004, 2005; David et al., 2005). Este 
dato afianza aún más la hipótesis de que el mejillón debe poseer mecanismos que le 
otorguen una elevada resistencia contra organismos patógenos.  
Los AMPs son uno de los principales componentes del sistema inmune 
innato. Estas pequeñas moléculas catiónicas, ricas en cisteína se han clasificado, en 
el mejillón, en cuatro familias (defensinas, miticinas, mitilinas y mitimicinas) en 
función de sus características estructurales (Charlet et al., 1996; Hubert et al., 
1996; Mitta et al., 1999a; 1999b; 2000a). Concretamente, se han descrito dos clases 
de miticinas hasta la fecha (A y B) y en el capítulo anterior describimos una tercera 
a la que denominamos Miticina C. Esta nueva clase presentó una elevada 
variabilidad de isoformas en comparación con las previamente descritas.  
Desde su invención (Myers et al., 1985; 1987), la técnica de la DGGE se 
ha usado en una gran variedad de disciplinas de la biología para estudiar 
mutaciones génicas (Sheffield et al., 1989) y diversidad microbiana (Muyzer y 
Smalla, 1998; Muyzer, 1999). Sin embargo, no existen apenas estudios donde se 
utilice esta técnica para el análisis de polimorfismos genéticos (Olschwang et al., 
1992; Ge et al., 1999a, 1999b) y, por lo que conocemos, ninguna de ellas se llevó a 
cabo en moluscos. En este capítulo se usó la DGGE para estudiar la variabilidad de 
la Miticina C en mejillones cultivados en diferentes partes de Galicia así como en 
otras localizaciones. Asimismo, también se analizó la modulación de la expresión 
de la Miticina C para poder comprender el significado biológico de la elevada 
variabilidad encontrada. 
La diversidad de isoformas encontradas en los capítulos anteriores se había 
determinado en la población. Sin embargo, en el presente capítulo presentamos 
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datos de variabilidad entre individuos. Los resultados obtenidos mediante la DGGE 
mostraron que el perfil de bandas observado para cada mejillón individual fue 
único y exclusivo en cada individuo, independientemente de su origen geográfico, 
edad, sexo, grado de desarrollo gonadal o localización dentro de un grupo de 
mejillones. Este resultado se corroboró mediante la reamplificación y 
secuenciación de las bandas obtenidas en el gel, ya que todas ellas mostraron 
homología con la Miticina C. Además, el hecho de que sólo aquellos individuos 
pertenecientes a la misma familia compartiesen secuencias idénticas de Miticina C 
sugiere que esta característica debe de ser individual e inherente al individuo. 
En vertebrados son varios los casos donde se recogen que algunas 
moléculas altamente variables están relacionadas con el reconocimiento de 
moléculas no propias. Las inmunoglobulinas (Ig) por ejemplo se ven sometidas a 
varios mecanismos moleculares para la generación de diversidad (Teng y 
Papavasiliou, 2007). Estos son los mecanismos por los cuales se genera el 
repertorio de anticuerpos y con ello se cubre el espectro de reconocimiento de 
prácticamente un infinito número de estructuras no propias. Se sabe que el locus 
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) (HLA en humanos), es el gen 
más polimórfico de la naturaleza. Concretamente, la base de datos IMGT/HLA 
recoge un total de 1245 alelos para el MHC de clase I y 744 para el de clase II, 
correspondiéndose con 1046 proteínas de clase I y 604 de clase II (Robinson et al., 
2003, version 2.9). Pero esta variabilidad no es exclusiva de vertebrados. En 
Drosophila, se ha detectado un elevado nivel de polimorfismo en la molécula de 
adhesión celular del síndrome de Down (Dscam), que es una proteína relaciona con 
la superfamilia de las Ig. Si se produjesen todas las combinaciones posibles, se 
podrían generar más de 38.000 proteínas diferentes, de hecho esta molécula ostenta 
el record de sitios con splicing alternativo (Schmucker et al., 2000). En moluscos, 
concretamente en el caracol Biomphalaria glabrata se ha detectado la existencia de 
un elevado número de secuencias de cDNA diferentes en una molécula relacionada 
con el fibrinógeno (FREP) (Zhang et al., 2004). Sin embargo, y a diferencia de los 
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resultados de la Miticina C mostrados en el presente capítulo, una misma secuencia 
pudo estar presente en dos individuos al mismo tiempo. A pesar del elevado 
número de mejillones individuales analizados en nuestro caso, ningún individuo 
compartió secuencias con otro, salvo aquellos pertenecientes a la misma familia. 
Otro ejemplo de gen altamente polimórfico es el gen fester detectado en la ascidia 
colonial Botryllus schlosseri (Scofield et al., 1982; Weissman et al., 1990; De 
Tomaso et al., 2005; Nyholm et al., 2006), donde la gran diversidad genética y 
somática sugieren que este gen puede estar implicado en procesos de 
histocompatibilidad (Nyholm et al., 2006).  
También comparamos el perfil de bandas de la Miticina C con el perfil de 
un gen no relacionado con el sistema inmune (β-actina). La carencia de 
variabilidad en este gen control nos permite concluir que la variabilidad no es una 
característica común en todos los genes de mejillón. Además, el nivel de 
variabilidad de la Miticina C parece ser universal ya que se observó en mejillones 
procedentes de diferentes zonas. A pesar de que no se ha demostrado por el 
momento el papel de la Miticina C en las interacciones célula-célula y en el 
reconocimiento de lo propio-no propio, la gran homología con los genes descritos 
previamente permite hipotetizar que mecanismos similares pueden estar ocurriendo 
con esta clase de AMP. Incluso, esta diversidad podría estar relacionada con la 
capacidad de los mejillones para extenderse y colonizar diferentes nichos 
ecológicos.  
Como se ha mostrado en el Capítulo II, la Miticina C se expresa desde las 
primeras etapas del desarrollo y en todos los tejidos analizados, sugiriendo que el 
papel de estas moléculas debe de ser revelante para la supervivencia de estos 
organismos. El hecho de que el número de bandas observadas en las larvas fuese 
menor que las encontradas en los adultos, podría sugerir que las diferentes 
isoformas observadas para la Miticina C se generan a lo largo de la vida del animal 
como consecuencia del contacto con potenciales patógenos y moléculas no-propias 
en general. La dificultad para recoger hemolinfa de las larvas de dos meses de edad 
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hizo imposible el estudio in vivo usando los mismos individuos desde sus primeras 
etapas de desarrollo hasta el individuo adulto. Sin embargo, sí que se analizaron 
larvas de 2, 3 y 5 meses de edad observándose que el perfil de bandas no 
aumentaba espectacularmente en ese período corto de tiempo. Por esta razón, se 
están manteniendo individuos de la misma familia, así como de una nueva familia 
recién generada, en los acuarios para realizar estos estudios y poder asegurar si el 
número de bandas de la Miticina C aumenta o no a lo largo del desarrollo del 
animal. Además, los estudios de heredabilidad han demostrado que la Miticina C se 
hereda por vía materna ya que no se expresa en gónadas masculinas maduras, aún 
cuando sí lo hace en el resto de tejidos masculinos. Aunque la mayoría de los casos 
de herencia materna se centran en genes mitocondriales, existen casos de herencia 
nuclear materna, en moluscos. Concretamente en los caracoles del género Limnaea, 
la concha puede enrollarse a derecha o a izquierda estando este carácter gobernado 
por un gen con dos alelos. El momento en que empieza el enrollamiento de la 
concha, está determinado por los productos génicos codificados por la madre, no 
por los del embrión. Es en la siguiente generación cuando el individuo muestra su 
genotipo al codificar el enrollamiento de la concha de sus descendientes (Griffiths 
et al., 1998).  
Otro de los procesos donde los genes altamente polimórficos tienen un 
papel importante, son los mecanismos de aloreconocimiento (Saito et al., 1994). Es 
el caso del gen fester, mencionado previamente. Este gen polimórfico y poligénico 
está implicado en la asociación colonial de las ascidias. Solamente cuando dos 
individuos comparten alelos comunes, se forma un sistema vascular entre ellos para 
establecer la asociación. A pesar de que el mejillón del Mediterráneo no se 
considera una especie colonial como tal, los individuos sí que muestran tendencia a 
la agregación. Con el objetivo de comprobar si la Miticina C juega un papel 
relevante en la formación de agregados en el mejillón, se analizó el perfil de 
bandas de diferentes individuos pertenecientes a la misma piña mediante DGGE. 
Sin embargo los resultados mostraron que organismos con un perfil muy diferente 
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pertenecían al mismo agregado, sugiriendo que la Miticina C no debe de estar 
implicada en la formación de esta asociación “colonial”, al menos del mismo modo 
que en el caso de las ascidias. Sin embargo, la Miticina C comparte características 
comunes con el gen fester ya que cada individuo expresa un único repertorio de 
formas, que al menos en el caso de B. schlosseri, se generan por splicing 
alternativo (Nyholm et al, 2006). La comparación de clones procedentes del DNA 
genómico y del cDNA en el caso del mejillón no mostró la existencia de este 
splicing. Las formas menos comunes existentes tanto en el DNA genómico como 
en el cDNA parecen haberse generado mediante mutaciones puntuales a partir de 
las formas más representativas, ya que muestran una elevada homología entre ellas. 
Sin embargo, este análisis, no dejó claro el número de genes que podrían estar 
codificando para la Miticina C ya que en uno de los individuos analizados se 
encontraron 2 formas mayoritarias, pero los datos obtenidos para el segundo de 
ellos, no permitieron llegar a la misma conclusión. Precisamente por este hecho y 
con el objetivo de elucidar el número de copias génicas de la Miticina C en el 
genoma, se llevó a cabo la realización de un Southern-Blot. Sin embargo, los 
resultados no fueron concluyentes a pesar del elevado número de repeticiones del 
experimento.  
Además, la modulación de la expresión de la Miticina C, parece no 
modificarse por estimulaciones ni in vivo ni in vitro. La carencia de esta 
modulación podría confirmar la hipótesis de la existencia de un patrón de expresión 
inherente e individual para cada individuo.  
Esta es la primera vez que se detecta estos niveles de variabilidad en AMPs 
en el mejillón del Mediterráneo. El hecho de que la Miticina C posea la 
característica clave de los genes inmunes, la diversidad, sugiere que este AMP 
podría estar implicado en el reconocimiento de diferentes Patrones Moleculares 
Asociados a Patógenos (PAMPs). Además, la carencia de mortalidades asociadas a 
patógenos sugiere que los mejillones deben de tener importantes mecanismos de 
defensa que los haga resistentes a las enfermedades.  
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A pesar de que se están llevando a cabo más estudios para poder dilucidar 
los mecanismos por los cuales se genera esta variabilidad y su implicación 
biológica, todo parece apuntar que la Miticina C debe de jugar un papel 
fundamental en el sistema inmune de estos moluscos bivalvos.  
 
 167
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 4
 
 
                                           Ess tt udii o  de  ll a  rr ess puess tt a  ii nmune  ff uncii onall   y  
moll ecull arr   
 
 
  
                                                             Estudio de la respuesta inmune funcional y molecular  
 
1. INTRODUCCIÓN: 
 
En los últimos años, el cultivo de moluscos bivalvos ha sufrido un 
importante crecimiento en el sector de la acuicultura. Sin embargo, la mayoría de 
las especies cultivadas han sufrido mortalidades o enfermedades asociadas a 
patógenos. Las altas densidades, el estrés o el manejo frecuente de los stocks se han 
descrito como algunas de las posibles causas físicas para la generación de 
enfermedades. Además de estas razones, virus, bacterias y parásitos se han descrito 
como los responsables de la generación de varias enfermedades (Bower et al., 
1994). Entre todas las bacterias aisladas a partir de moluscos bivalvos, el género de 
bacterias Gram-negativas, Vibrio, ha sido uno de los más frecuentes. Varias 
especies pertenecientes a este género se han asociado con enfermedades y 
mortalidades, sobre todo, en estadíos larvarios y juveniles (Lacoste et al., 2001; 
Gómez-León et al., 2005).  
  El sistema inmune innato es la primera línea de defensa contra los agentes 
patógenos y microorganismos infecciosos tratándose de un mecanismo 
ampliamente distribuido y conservado en todo el reino animal (Hoffmann y 
Reichhart, 2002). En invertebrados, este sistema es capaz de reconocer estructuras 
presentes en la superficie de microorganismos conocidas como Patrones 
Moleculares Asociados a Patógenos (PAMPs) por medio de los receptores de los 
patrones de reconocimiento (PRRs) (Medzhitov y Janeway, 1997). El ácido 
lipoteicoico (LTA) de las bacterias Gram positivas, el lipopolisacárido (LPS) de las 
bacterias Gram negativas y el DNA (CpG) procedentes de bacterias; el zimosán y 
los β-glucanos de levaduras y el RNA de doble cadena (poly I:C),que imita los 
efectos de un virus son algunos ejemplos de estructuras que funcionan como 
PAMPs activando al sistema inmune innato (Aderem y Ulevitch, 2000). 
 A pesar de la elevada producción del mejillón del Mediterráneo, Mytilus 
galloprovincialis, en Galicia (una media de 250,000 toneladas por año), no se ha 
descrito ninguna mortalidad masiva que se pudiese asociar a un determinado 
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agente patógeno, como ocurre con otras especies de bivalvos como las ostras o las 
almejas (Berthe et al., 2004; Villalba et al., 2004). Por lo tanto, como ya hemos 
dicho en los anteriores capítulos, estos organismos deben de poseer importantes 
mecanismos de defensa en la lucha contra patógenos. 
 Hasta la fecha no existe demasiada información sobre los mecanismos 
moleculares que rigen estas defensas ya que las aproximaciones clásicas para 
estudiar el sistema inmune innato en el mejillón se han centrado en estudios de 
actividad funcional y también histológicos para determinar las lesiones y las 
interacciones existentes entre el sistema inmune del hospedador y los patógenos 
(Figueras y Novoa, 2004). La mayoría de las referencias se centran en estudios de 
fagocitosis (García-García et al., 2008) y en producción de radicales de oxígeno y 
nitrógeno (Ordás et al., 2000b; Tafalla et al., 2002). Sin embargo, existe una 
carencia de información acerca de estudios de expresión génica que dificulta los 
análisis de los procesos moleculares que ocurren en los hemocitos de mejillón.  
 Hasta la fecha, los únicos genes caracterizados y relacionados con el 
sistema inmune en mejillón han sido los péptidos antimicrobianos (Hubert et al., 
1996; Mitta et al., 1999a; Mitta et al., 2000a; Mitta et al., 2000b), la lisozima 
(Bachali et al., 2002) y proteínas de choque térmico (Cellura et al., 2006; Kourtidis 
et al., 2005). Además existe una librería de cDNA obtenida a partir de individuos 
no estimulados, donde se recoge la presencia de ESTs con homología a una 
proteína de unión a LPS y a β-glucanos, y a ficolinas y lectinas de diversos tipos 
(Venier et al., 2003). En el Capítulo I de la presente memoria presentamos la 
existencia de ESTs con implicación en el sistema inmune. El resultado más 
llamativo fue la elevada presencia de ESTs con homología a AMPs, aunque 
también se encontraron transcritos similares a otras proteínas relacionadas con 
mecanismos de defensa como ficolina, lectina, lisozima o proteínas de choque 
térmico.  
 El principal objetivo de este capítulo, es llevar a cabo un estudio funcional 
y molecular para conocer cuáles son los mecanismos que se desencadenan tras una 
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estimulación tanto in vivo como in vitro. El análisis comparado entre la respuesta 
frente a un estímulo vivo (bacterias) y un estímulo inerte (PAMPs), así como las 
posibles relaciones existentes entre las respuestas moleculares y funcionales, 
aportarán nuevos conocimientos sobre los mecanismos de defensa que están 
presentes en esta especie de enorme interés en el sector de la acuicultura.  
 
 173
Materiales y métodos 
 174
2. MATERIALES Y MÉTODOS: 
 
2.1. Animales: 
Los ejemplares de mejillón del Mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) se 
obtuvieron de depuradora comercial de mariscos (Mariscos Ría de Vigo, S.L.) 
situada en la Ría de Vigo. El mantenimiento y aclimatación de los animales fue el 
mismo que el descrito en la sección 2.1 de Materiales y Métodos del Capítulo I. 
 
2.2. Preparación de estímulos: 
 Se llevaron a cabo estimulaciones vía intramuscular (ensayos in vivo) o en 
cultivos primarios de hemocitos (ensayos in vitro) con diferentes PAMPs y dos 
tipos de bacteria viva. Se prepararon soluciones de 1mg/ml de poly I:C, zimosán A, 
LPS y LTA a partir de un stock comercial de Sigma-Aldrich Co. Se usó además 
como PAMP, DNA aislado de un cultivo de Vibrio anguillarum que actuó como 
CpG. La bacteria se creció en TSA suplementado con NaCl al 1% a 20ºC. El 
cultivo se mantuvo en las mismas condiciones durante varios días con el objetivo 
de obtener una alta densidad celular. El aislamiento del DNA se realizó mediante el 
método del fenol-cloroformo (Maniatis et al., 1982) y la concentración se ajustó a 
1 mg/ml. Las bacterias elegidas como estímulos vivos fueron Micrococcus 
lysodeikticus y Vibrio anguillarum, amablemente donadas por el Dr. Philippe Roch 
del IFREMER (Montpellier-Francia), que actuaron como Gram-positiva y Gram-
negativa respectivamente. La primera de ellas se creció en medio LB a 37ºC y la 
segunda tal y como ya se ha descrito previamente. Las bacterias crecidas se 
resuspendieron en agua de mar estéril y la solución stock se diluyó hasta obtener 
una DO620 de 0,033. 
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2.3. Estimulación in vivo e in vitro: 
 Para analizar los efectos in vivo de los diferentes PAMPs y las bacterias 
sobre las funciones inmunes del mejillón, se inocularon i.m. 8 grupos de 48 
animales cada uno con 100 μl de una solución de PAMPs (poly I:C, zymosan, LPS, 
LTA o CpG; 1mg/ml) o de bacteria viva  (V. anguillarum y M. lysodeikticus; DO620 
0,033). Al último grupo se le inoculó el mismo volumen de agua de mar filtrada 
(FSW), sirviendo como control del experimento. Todos los individuos se 
mantuvieron fuera del agua entre 20 y 30 min. antes y después de la inoculación. 
Los mejillones pertenecientes a cada tratamiento se mantuvieron en tanques 
individuales con aireación hasta el momento del muestreo (3, 6 y 24 horas post 
inoculación). La hemolinfa se extrajo del músculo aductor con una jeringa estéril 
sin solución anti agregante. La hemolinfa procedente de cuatro individuos del 
mismo tratamiento se agrupó junta, la concentración se ajustó a 2 x 105 células / ml 
utilizando FSW y se plaqueó para poder medir parámetros inmunes tales como la 
producción de radicales de oxígeno y de nitrógeno (placas de 96 pocillos) y la 
capacidad fagocítica (placas de 24 pocillos). Además, se reservaron unos 2-5 ml de 
hemolinfa procedente de cada grupo para estudiar la expresión génica mediante 
técnicas moleculares.  
 Para llevar a cabo los experimentos in vitro, se extrajo la hemolinfa y se 
distribuyó tal y como se ha indicado previamente. Se usaron 4 grupos de 5 
animales cada uno. Los hemocitos se incubaron con una solución de PAMPs 
(concentración final de 50 μg/ml) o de bacteria viva  (OD620 0,033) para determinar 
sus efectos en la producción de radicales de oxígeno y nitrógeno, así como para 
evaluar la posible capacidad de modular la respuesta fagocítica. Nuevamente, se 
reservó un volumen de entre 2-5 ml para los experimentos moleculares. Todas las 
mediciones se realizaron tras 1, 3 y 6 horas post inoculación. 
 La metodología empleada para estudiar cada uno de los parámetros 
inmunes se describe en las siguientes secciones. Todos los experimentos se 
llevaron a cabo a 15ºC.  
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2.4. Estallido respiratorio: 
 El estallido respiratorio de los hemocitos se determinó en placas de 96 
pocillos mediante procesos de quimioluminiscencia (QL). La emisión de unidades 
relativas de QL (url) se determinó tras la estimulación de las células con forbol-
miristato acetato (PMA) o con zimosán A (Sigma-Aldrich, Co.) y la señal se 
amplificó mediante la adición de 5-amino-2,3-dihidro-1,4-phthalazinediona 
(Luminol, Sigma). Se preparó un stock de luminol 0,1 M en dimetilsulfóxido 
(DMSO) y se diluyó, inmediatamente antes de su uso en FSW preparándose así la 
solución de trabajo donde la concentración del luminol es 10-4M. El zimosán A 
previamente se hirvió durante 30 min., se lavó dos veces en FSW y se resuspendió 
en FSW preparándose así la solución stock de 20 mg/ml. Finalmente se diluyó en la 
solución de trabajo del luminol hasta obtener una concentración de 1mg/ml. El 
stock de PMA (1mg/ml en etanol) se diluyó también en la solución del luminol 
hasta conseguir la concentración final de 1 μg/ml. 
 La hemolinfa se distribuyó en placas de 96 pocillos (100 μl/pocillo) y, 
después de 30 min. de incubación a 15ºC, se añadieron por cada pocillo 50 μl de 
solución de trabajo de luminol sola, o con diferentes estímulos (PMA o zimosán). 
Justo después de la adición de las soluciones a los pocillos se midió la respuesta en 
un luminómetro (Fluoroskan Ascent, Labsystems, Vantaa, Finland) durante seis 
veces, a intervalos de 5 min., con un tiempo de integración de 1000 ms. en cada 
medida. Se utilizaron pocillos por triplicado para cada tratamiento de cada 
experimento. En este estudio se analizó el efecto de los PAMPs y de la bacteria 
viva en la QL para analizar: 
 a) Su efecto directo sobre el estallido respiratorio después de una pre-
incubación in vivo o in vitro durante 3, 6 y 24h o 1, 3 y 6h respectivamente. 
(Respuesta no mediada) 
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 b) Su efecto sobre el estallido respiratorio mediado por PMA o por 
zimosán después de una pre-incubación in vivo de 3, 6 y 24h o después de una pre-
incubación in vitro de 1, 3 y 6h.  
2.5. Producción de NO: 
 La producción de NO se determinó mediante la reacción de Griess (Green 
et al., 1982), que cuantifica el nitrito presente en los sobrenadantes, ya que el NO 
es una molécula inestable que se degrada a nitrito y a nitrato (Tafalla et al., 2002). 
Después de incubar la hemolinfa a 15ºC, se eliminaron 50 μl de los sobrenadantes 
de cada pocillo y se depositaron en una nueva placa de 96. En cada uno de los 
nuevos pocillos se añadieron 100 μl de una alícuota de sulfanilamida (Sigma) al 
1% en ácido fosfórico al 2,5%, y otros 100 μl de N-naftil-etilendiamina (Sigma) al 
0,1 % en ácido fosfórico al 2,5%. Se determinó la densidad óptica a 540 nm. 
mediante un espectrofotómetro multiscan (Labsystems). La concentración 
micromolar de nitrito en cada muestra se determinó a partir de la recta patrón 
generada usando concentraciones conocidas de nitrito sódico. 
 Este análisis se llevó a cabo tanto in vitro como in vivo. Los efectos in vivo 
se determinaron tras 3, 6 y 24h después de la inoculación con diferentes soluciones 
de PAMPs y de bacteria. El efecto in vitro de estos estimulantes en la producción 
de NO se determinó tras la incubación de la hemolinfa con los mismos durante 1, 3 
y 6h.  
 
2.6. Fagocitosis: 
La capacidad fagocítica de los hemocitos tras la estimulación mediante 
bacteria viva se determinó mediante citometría de flujo usando un FACS Calibur 
(Becton Dickinson, Immunocytochemistry System, Mountain View, CA, U.S.A). 
Se añadió a los hemocitos una suspensión de FluoSpheres (Molecular Probes Inc, 
Eugene, OR, U.S.A.) de 1,2 μm de diámetro en una proporción 1:10 (hemocito: 
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bolas) que se incubaron durante 2h a 15ºC en oscuridad. Para eliminar las 
fluoroesferas no fagocitadas se eliminó el sobrenadante y las células se lavaron dos 
veces con tampón fosfato salino (PBS) antes de levantar las células con un scraper 
y resuspenderlas en 500 μl de PBS más 50 μl de azul Tripán, con el fin de 
enmascarar las fluoroesferas adheridas a las células pero no fagocitadas. Se 
determinaron 5000 eventos para cada muestra y se midió la fluorescencia en el 
canal de emisión FL-1 cuyo pico máximo es de 530 nm. La capacidad fagocítica se 
estimó como el valor porcentual de hemocitos con al menos una fluoroesfera 
fagocitada.  
2.7. Aislamiento de RNA y generación de cDNA: 
La hemolinfa recogida para los ensayos moleculares se centrifugó a 2500 
xg durante 15 min. a 4ºC. El sobrenadante se eliminó y el precipitado se 
resuspendió en 700 μl de Trizol (Invitrogen). El aislamiento de RNA se llevó a 
cabo siguiendo las indicaciones del fabricante y tras su obtención se llevó a cabo 
un tratamiento con 2,5U de Turbo DNase free (Ambion) para eliminar el posible 
DNA contaminante. El RNA procedente de cada grupo se cuantificó utilizando un 
espectrofotómetro NanoDrop. Se tomaron 2 μg de cada grupo perteneciente al 
mismo tratamiento y se mezclaron agrupando los del mismo tratamiento en un tubo 
solo. Estas mezclas se volvieron a cuantificar y se tomó 1 μg de cada uno de los 
nuevos grupos para obtener cDNA usando la SuperScript II RNAase H- Reverse 
Transcriptase (Invitrogen). 
 
2.8. Estudios de expresión génica mediante PCR-q: 
Para estudiar y cuantificar la expresión diferencial de varios genes 
relacionados con el sistema inmune (Miticina C, mitilina B, lisozima, lectina,  
ficolina y proteína con dominio homólogo al C1q) detectados en las SSH 
presentadas en el Capítulo I de la presente memoria, se llevaron a cabo PCRs en 
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tiempo real utilizando los cDNAs que se generaron previamente (infectados con 
bacteria, estimulados con PAMPs y control, tanto in vivo como in vitro). La 
amplificación se llevó a cabo usando los cebadores específicos mostrados en la 
Tabla 4.1. La mezcla de reacción se compuso por 0,5 μl de cada oligonucleótido 
(10 μM) y 10,5 μl de SYBR green PCR master mix (Applied Biosystems) en un 
volumen final de 21 μl. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 
 
• 94ºC 10 min. 
• 40 ciclos: 
o 95ºC 15 s. 
o 60ºC 60 s. 
 
Para determinar los niveles de expresión de los genes analizados se utilizó 
el método comparativo de Ct conocido como método 2-∆∆CT (Livak y 
Schmittgen, 2001). La expresión de los genes candidatos se normalizó usando el 
18S como gen housekeeping y las unidades de inducción se calcularon dividiendo 
los valores normalizados de expresión de las muestras estimuladas entre los valores 
normalizados de expresión de las muestras control.  
 
2.8. Estadística 
 Los datos se analizaron mediante el test t de Student. Los resultados se 
expresan como la media ± la desviación estándar (DE). Las diferencias se 
consideraron estadísticamente significativas con un valor de p ≤ 0,05. 
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Tabla 4.1.  Secuencias de los cebadores utilizadas en las PCRq.  
Nombre primer Secuencia (5’Æ 3’) 
Mussel 18S- F GTACAAAGGGCAGGGACGTA 
Mussel 18S-R CTCCTTCGTGCTAGGGATTG 
Myticin 7F-F ATATTCCTCAAAACTCAAAACATTCA 
Myticin 7F-R TTCAAGCTGAAAACGTCGAA 
Mytilin B-F GTTATTCCTGGCTATCGCTCTTG 
Mytilin B-R GTATAATGTCAAACAGAACGGGTC 
Mussel lysozyme-F TCGACTGTGGACAAGGAAAA 
Mussel lysozyme-R AGGGTTTGTGCATCCTCTTG 
Collectin-F AGCCTCTGCAAATGCTGATT 
Collectin -R CCAGATCCAAATTCCTGCAT 
Ficolin – F TGGCCGTTGTGATGTTCTAA 
Ficolin –R CCTGACAAATGCAACAGTGG 
C1q A10 complete 2–F CATCACAAGGGACTTTGGTAGA 
C1q A10 complete 2–R GATCTGGCGAACTTTGTTCC 
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3. RESULTADOS: 
 
3.1. Efectos in vitro de la bacteria y PAMPs sobre el estallido respiratorio: 
 El estallido respiratorio de los hemocitos expuestos in vitro a estímulos 
bacterianos mostró un comportamiento diferente cuando esta respuesta se midió 
sola o mediada por zimosán o PMA. La Figura 4.1 muestra el efecto directo de las 
dos bacterias 
estudiadas en 
el estallido 
respiratorio de 
un cultivo 
primario de 
hemocitos. A 
tiempos cortos 
(1 y 3h) la 
bacteria Gram 
positiva, M. 
lysodeikticus, 
produjo una 
reducción 
significativa de la QL. Sin embargo, a tiempos más largos (6h), la respuesta fue la 
contraria observándose un incremento significativo por encima del control. A pesar 
de no encontrarse una inhibición como tal en la respuesta a V. anguillarum, sí que 
se encontró un comportamiento similar al encontrado en el caso de la Gram 
positiva. A 1h post-infección no hubo diferencias significativas entre las muestras 
control e infectada, sin embargo a tiempos más largos (3 y 6h) se observó un 
aumento significativo de la QL con respecto al control. Tanto, M. lysodeikticus 
como V. anguillarum indujeron la producción de ROIs, pero la respuesta se inició 
antes que en el caso de la inoculación con la bacteria Gram-negativa.  
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Figura 4.1. Efecto directo de la administración de M. lisodeikticus y 
V. anguillarum en el estallido respiratorio de hemocitos tras 1, 3 y 6h 
de estimulación in vitro. Se representa la media de grupos ±  DE 
(n=4). Los asteriscos (*) muestran los valores estadísticamente 
significativos.  
Resultados 
 
 La Figura 4.2 muestra la QL mediada por zimosán y por PMA 
respectivamente tras 1, 3 y 6 horas post inoculación in vitro. En este caso, las 
únicas diferencias significativas encontradas se detectan en los controles absolutos 
(sin tratamiento), observándose que los hemocitos de mejillón responden mejor al 
zimosán (Figura 4.2. a) que al PMA (Figura 4.2.b).  
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Figura 4.2. Efecto de la pre-incubación de hemocitos con M. lisodeikticus y V. anguillarum 
en el estallido respiratorio tras 1, 3 y 6h de estimulación in vitro mediado por zimosán (A) o 
por PMA (B). Se representa la media de grupos ±  DE (n=4). Los asteriscos (*) muestran 
los valores estadísticamente significativos.  
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También se determinó el efecto de los diferentes PAMPs en el estallido 
respiratorio tras 1, 3 y 6h de estimulación in vitro, midiendo la respuesta mediada 
con zimosán y con PMA (Figura 4.3). En la respuesta mediada por PMA, se 
observó un aumento significativo de la producción de ROIs para los 3 tiempos 
analizados cuando el PAMP utilizado fue el zimosán (Figura 4.3.B). Sin embargo, 
cuando la respuesta está mediada por el propio zimosán, no se observa el mismo 
comportamiento, y se detecta un descenso significativamente inferior al control 
(Figura 4.3.A). En este caso ya no se muestran los valores de los hemocitos sin 
estimular (controles absolutos del experimento).  
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Figura 4.3. Efecto de la pre-incubación de hemocitos con diferentes PAMPs en el estallido 
respiratorio tras 1, 3 y 6h de estimulación in vitro mediado por zimosán (A) o por PMA 
(B). Se representa la media de grupos ±  DE (n=4). Los asteriscos (*) muestran los valores 
estadísticamente significativos.  
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3.2. Efectos in vivo de la bacteria y PAMPs sobre el estallido respiratorio: 
La Figura 4.4 muestra el efecto directo in vivo de la bacteria viva sobre el 
estallido respiratorio de los hemocitos. A tiempos largos (6 y 24h) se observó un 
aumento significativo del estallido respiratorio para las dos bacterias analizadas, 
siendo la respuesta de la Gram-positiva mayor que la de la Gram-negativa. A 
tiempos cortos (3h), M. lysodeikticus produjo un aumento significativo del estallido 
respiratorio, mientras que V. anguillarum, mostró valores equivalentes a los 
controles.  
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Figura 4.4. Efecto directo de la inoculación de M. lisodeikticus y V. anguillarum en el 
estallido respiratorio de hemocitos tras 3, 6 y 24h de estimulación in vivo. Se representa la 
media de grupos ±  DE (n=4). Los asteriscos (*) muestran los valores estadísticamente 
significativos.  
 
En la Figura 4.5 se muestran los efectos de las dos bacterias vivas 
estudiadas en la respuesta mediada por zimosán (Figura 4.5.A) o PMA (Figura 
4.5.B). A tiempos cortos (3h), V. anguillarum produjo un aumento significativo 
tanto en la respuesta mediada por zimosán como en la mediada por PMA. Sin 
embargo, a tiempos más largos (24h), solamente se observó un incremento 
significativo en la respuesta mediada por zimosán. 
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Figura 4.5. Efecto de la pre-incubación de hemocitos con M. lisodeikticus y V. anguillarum 
en el estallido respiratorio tras 3,6 y 24h de estimulación in vivo mediado por zimosán (A) 
o por PMA (B). Se representa la media de grupos ±  DE (n=4). Los asteriscos (*) muestran 
los valores estadísticamente significativos.  
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La estimulación in vivo con diversos PAMPs mostró incrementos significativos 
para algunos tratamientos (Figura 4.6) que, en el caso de la respuesta mediada por 
zimosán, no fueron repetitivos para los 3 tiempos estudiados (Figura 4.6.A), 
observándose un aumento significativo del estallido respiratorio tras 3h de 
incubación con LPS y tras 24h de incubación con polyI:C y CpG. Sin embargo 
cuando la respuesta estuvo mediada por PMA el CpG provocó incrementos 
significativos con respecto al control en los 3 tiempos analizados (Figura 4.6.B). 
Además, también se detectaron diferencias significativas tras un tratamiento de 6h 
con LTA y de 24h con LPS. No se muestran los valores de los controles absolutos. 
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Figura 4.6. Efecto de la pre-incubación de hemocitos con diferentes PAMPs en el estallido 
respiratorio tras 3,6 y 24h de estimulación in vivo mediado por zimosán (A) o por PMA 
(B). Se representa la media de grupos ±  DE (n=4). Los asteriscos (*) muestran los valores 
estadísticamente significativos.  
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3.3. Efectos de las bacterias y PAMPs sobre la producción de NO: 
La Figura 4.7.A muestra el efecto de la incubación de hemocitos in vitro 
con bacterias, sobre la producción de NO. Para todos los tiempos estudiados (1, 3 y 
6h), se observó un incremento significativo con respecto al control para las dos 
bacterias estudiadas, siendo en todos los casos el efecto de la Gram-negativa mayor 
que el de la Gram-positiva. Los resultados de la infección in vivo (Figura 4.7.B) 
muestran que, tan sólo a tiempos largos de incubación (24h), se observa una 
producción significativa de NO para las dos bacterias. Además, V. anguillarum, 
produjo incrementos significativos a tiempos más cortos (6h post-infección). La 
estimulación con diferentes PAMPs, no provocó ningún incremento significativo 
para ninguno de los tiempos analizados (datos no mostrados).  
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Figura 4.7. Efecto de la estimulación in vitro (A) o in vivo (B) con bacteria viva, sobre la 
producción de NO. Se representa la media de grupos ±  DE (n=4). Los asteriscos (*) 
muestran los valores estadísticamente significativos.  
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3.4. Efecto de las bacterias sobre la actividad fagocítica: 
En la Figura 4.8.A se muestran los efectos en la capacidad fagocítica de los 
hemocitos tras una incubación de 1, 3 y 6h con las bacterias. A tiempos cortos (1h) 
el porcentaje de células fagocíticas fue el mismo en todos los tratamientos (sobre 
un 30%). Sin embargo, tras 3 y 6h post-inoculación, los hemocitos tratados con V. 
anguillarum, mostraron un descenso significativo en la capacidad fagocítica de las 
bolas de látex. El efecto de la incubación de los hemocitos in vivo (Figura 4.8.B) 
con la bacteria Gram positiva produjo descensos significativos en los tres tiempos 
analizados. Sin embargo, sólo se observaron diferencias en el caso de V. 
anguillarum tras 24h post-inoculación.  
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Figura 4.8. Efecto de la estimulación in vitro (A) o in vivo (B) con bacteria viva, sobre la 
capacidad fagocítica. Se representa la media de grupos ±  DE (n=4). Los asteriscos (*) 
muestran los valores estadísticamente significativos.  
 188
                                                             Estudio de la respuesta inmune funcional y molécular 
3.5. Estudios moleculares de expresión génica: 
 A pesar de que algunos resultados del análisis funcional tras la 
estimulación con diversos PAMPs no fueron concluyentes, se realizaron estudios 
de expresión génica en hemocitos estimulados con PAMPs y con bacteria viva tras 
una estimulación tanto in vitro como in vivo. La Figura 4.9 muestra los índices de 
expresión con respecto al control de Miticina C (A), mitilina B (B), lisozima (C), 
lectina (D), proteína homóloga al C1q (E) y ficolina (F), tras 1, 3 y 6h post 
estimulación in vitro con los diferentes PAMPs. En todos los genes analizados, se 
observó que la máxima expresión fue a las 3h post-inoculación. El LPS resultó ser 
el inmunoestimulante más potente presentando una estimulación significativamente 
mayor que el control en todos los genes estudiados, excepto en la lisozima y en la 
proteína homóloga al C1q que, pese a no ser significativo, sí que se observa un 
incremento con respecto al control (Figura 4.9.E). El LTA también mostró valores 
significativamente mayores que el control para la Miticina C, lectina, proteína 
homóloga al C1q y ficolina. El zimosán produjo un aumento significativo de la 
expresión de la lectina, proteína homóloga al C1q y ficolina. Aunque no 
significativa, se observó una mayor expresión de los dos AMPs analizados.   
 Se llevó a cabo el mismo análisis a partir de muestras procedentes de 
estimulaciones hechas in vivo, pero no se observó el mismo patrón repetitivo que el 
encontrado in vitro (Figura 4.10). En este caso no se apreció un tiempo óptimo de 
respuesta y tan sólo algunos estímulos por separado provocaron una expresión 
significativamente mayor que el control. A tiempos cortos (1h), el CpG y LTA 
provocaron un incremento en la expresión de la ficolina y a tiempos largos (24h) el 
LPS y LTA (Figura 4.10.F). El poly I:C y el LPS lograron activar la expresión de 
la lectina a tiempos cortos post-inoculación (1h) (Figura 4.10.D).  
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Figura 4.9. Efecto de la estimulación in vitro de hemocitos de mejillón con diferentes 
PAMPs en la expresión génica de miticina C (A), mitilina B (B) y lisozima (C). Se 
representa la media de réplicas ±  DE (n=2). Los asteriscos (*) muestran los valores 
estadísticamente significativos.. 
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Figura 4.9. Continuación  Efecto de la estimulación in vitro de hemocitos de mejillón con 
diferentes PAMPs en la expresión génica de lectina (D), proteína homóloga al C1q (E) y 
ficolina (F). Se representa la media de réplicas ±  DE (n= 2). Los asteriscos (*) muestran 
los valores estadísticamente significativos.  
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Figura 4.10. Efecto de la estimulación in vivo de hemocitos de mejillón con diferentes 
PAMPs en la expresión génica de miticina C (A), mitilina B (B) y lisozima (C). Se 
representa la media de réplicas ±  DE (n=2). Los asteriscos (*) muestran los valores 
estadísticamente significativos.  
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Figura 4.10. Continuación  Efecto de la estimulación in vivo de hemocitos de mejillón con 
diferentes PAMPs en la expresión génica de lectina (D), proteína homóloga al C1q (E) y 
ficolina (F). Se representa la media de réplicas ±  DE (n= 2). Los asteriscos (*) muestran 
los valores estadísticamente significativos.  
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También se analizó la expresión de los mismos genes tras la inoculación de los 
dos tipos de bacteria. En la Figura 4.11 se observan los resultados tras una 
estimulación in vitro durante 1, 3 y 6h. No se aprecia ninguna diferencia 
significativa con respecto al control salvo en el caso de las ficolinas a las 3h con la 
bacteria Gram-positiva. A pesar de ello, nuevamente y para todos los genes 
analizados, excepto la lisozima, el pico máximo de expresión fue a las 3h post-
infección. Aunque no son diferencias estadísticamente significativas, la bacteria 
Gram-positiva, produjo una mayor expresión que la Gram-negativa para los dos 
AMPs estudiados, la proteína homóloga al C1q y la ficolina, siendo la lisozima y la 
lectina más estimuladas por V. anguillarum que por M. lysodeikticus.  
Al igual que ocurría con los resultados de los PAMPs in vivo, tras la 
estimulación in vivo con bacterias, no se observa un patrón común entre los 
diferentes genes, pese a detectarse diferencias significativas de expresión con 
respecto al control en algunos puntos de muestreo. El tiempo donde se encontró 
una mayor estimulación fue a las 24h post-infección ya que los 2 AMPs estudiados, 
la lectina, la proteína homóloga al C1q y la ficolina mostraron una expresión 
significativamente mayor que el control. Además en prácticamente todos los genes 
analizados, el estímulo Gram-positivo produjo una mayor inducción de la 
expresión que el Gram-negativo. La estimulación más alta se detectó en la ficolina, 
observándose a las 24h, una estimulación de 10.000 y 1.000 veces por encima del 
control tras la estimulación con M. lysodeikticus y V. anguillarum respectivamente.  
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Figura 4.11. Efecto de la estimulación in vitro de hemocitos de mejillón con diferentes 
bacterias en la expresión génica de miticina C (A), mitilina B (B) y lisozima (C). Se 
representa la media de réplicas ±  DE (n=2). Los asteriscos (*) muestran los valores 
estadísticamente significativos. 
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Figura 4.11. Continuación. Efecto de la estimulación in vitro de hemocitos de mejillón 
con diferentes bacterias en la expresión génica de lectina (D), proteína homóloga a C1q (E) 
y ficolina (F). Se representa la media de réplicas ±  DE (n=2). Los asteriscos (*) muestran 
los valores estadísticamente significativos.  
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Figura 4.12. Efecto de la estimulación in vivo de hemocitos de mejillón con diferentes 
bacterias en la expresión génica de miticina C (A), mitilina B (B) y lisozima (C). Se 
representa la media de réplicas ±  DE (n=2). Los asteriscos (*) muestran los valores 
estadísticamente significativos.  
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Figura 4.12. Continuación. Efecto de la estimulación in vivo de hemocitos de mejillón con 
diferentes bacterias en la expresión génica de lectina (D), proteína homóloga a C1q (E) y 
ficolina (F). Se representa la media de réplicas ±  DE (n=2). Los asteriscos (*) muestran los 
valores estadísticamente significativos.  
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4. DISCUSIÓN: 
  
El sistema inmune innato del mejillón posee componentes celulares y 
humorales que están interrelacionados entre sí. A pesar del elevado número de 
estudios llevados a cabo en estos organismos, se conoce muy poco acerca de las 
interacciones entre el sistema humoral y la expresión génica después de una 
estimulación. En este capítulo se muestra, por primera vez en mejillón, un análisis 
comparativo entre la aproximación  molecular y funcional para intentar 
comprender mejor los mecanismos de defensa de estos organismos  
Diversos agentes de diferente etiología, han sido responsables de 
enfermedades y mortalidades en organismos acuáticos. Los protozoos Bonamia 
ostreae y Marteilia refringens, han destruido poblaciones de ostra en diferentes 
partes del mundo (Kroeck y Montes 2005; Berthe et al., 2004), y algunas bacterias 
Gram negativas del género Vibrio se han relacionado con mortalidades asociadas a 
patógenos en estadíos larvarios y juveniles, en algunos moluscos como la ostra 
japonesa y plana (Jeffries, 1982) o en la almeja fina (Gómez-León et al., 2005). Sin 
embargo, en el mejillón del Mediterráneo, pese a ser cultivado en grandes 
densidades en Galicia (una media de 250,000 toneladas por año), nunca se han 
detectado mortalidades masivas, ni siquiera tras infecciones experimentales 
realizadas con diferentes patógenos (Figueras, datos no publicados). Esto sugiere 
que estos animales deben poseer importantes mecanismos de defensa que los hacen 
resistentes contra los diversos agentes patógenos. La producción de NO (Tafalla et 
al., 2002) y de radicales de oxígeno (Ordás et al., 2000b), la actividad aglutinina 
(Olafsen et al., 1992) y la actividad fagocítica (Allam y Ford, 2006), son algunos 
de los parámetros estudiados normalmente en infecciones experimentales llevadas 
a cabo en hemocitos.  
En el presente capítulo se llevaron a cabo estudios para poder realizar un 
análisis comparado de los efectos entre un estímulo vivo como son dos clases de 
bacterias, y diversos PAMPs que actuaron como estímulos inertes.  
Discusión 
 
Con respecto a la producción de NO, se observó que la respuesta tras los 
ensayos in vivo fue más tardía que en los ensayos in vitro, ya que para estos 
últimos se detectaron diferencias significativas en los tres tiempos analizados para 
las dos bacterias estudiadas. Sin embargo, pese a realizarse muestreos in vivo a dos 
tiempos coincidentes con los de in vitro (3 y 6h), hubo que esperar hasta las 24h 
para observar incrementos significativos en la producción de NO para las dos 
bacterias analizadas. Una posible explicación a estas diferencias podría venir dada 
por la mayor dilución de la bacteria en el interior del animal, con respecto a la que 
se expone directamente ante un cultivo primario de hemocitos. Como ya 
puntualizaron Cellura et al. (2007), la respuesta inmune detectada puede ser 
diferente en función de la vía de administración del estímulo. Incluso, la misma 
bacteria puede producir efectos diferentes tras una inyección in vivo o una 
exposición in vitro, tal y como han demostrado nuestros resultados. 
En los ensayos de QL, se estudió tanto el efecto de las bacterias por sí solas 
como la capacidad de las células para responder a moléculas como el PMA o el 
zimosán durante una infección bacteriana. Tanto in vitro como in vivo la célula fue 
capaz de responder a la estimulación con las dos bacterias estudiadas. Esta 
respuesta no inducida por PMA o zimosán, parece condicionar a la respuesta 
mediada por estos estímulos, ya que los hemocitos sólo respondieron cuando la 
respuesta (no mediada) no fue lo suficientemente intensa, sugiriendo la existencia 
de una posible saturación de la misma. Un caso similar se observó tras la 
estimulación in vitro con los diversos PAMPs. Cuando la respuesta estuvo mediada 
por zimosán no se observó un incremento significativo en la producción de ROIs 
con respecto al control, sin embargo cuando se medió por PMA se pudo apreciar el 
efecto activador ampliamente conocido del zimosán (Ordás et al., 2000b) que, en 
este caso, actuó como PAMP. Esta posible saturación de la respuesta se discute con 
más detalle en el Capítulo V. El efecto de la infección bacteriana y de algunos 
PAMPs sobre el estallido respiratorio ya se ha demostrado previamente en otras 
especies de bivalvos (Lambert et al., 2003; Buggé et al., 2007), donde incluso los 
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productos extracelulares de algunas bacterias fueron capaces de desatar el estallido 
respiratorio. El proceso de QL se encuentra íntimamente ligado a la fagocitosis 
donde el consumo de oxígeno por parte de la célula, y en consecuencia la 
liberación de ROIs, es directamente proporcional a la actividad fagocítica (Noël et 
al., 1993; Torreilles et al., 1996). Esta interconexión se apreció en los resultados 
mostrados en este capítulo ya que en aquellos tratamientos donde se detectó un 
incremento significativo de la producción de ROIs se observó una reducción del 
porcentaje de células que fagocitaron bolas de látex, sugiriendo que los hemocitos 
centraron sus esfuerzos en eliminar a estos microorganismos saturando su 
capacidad de fagocitar nuevas partículas. Estos resultados están en conformidad 
con observaciones previas llevadas a cabo en la ostra japonesa, Crassostrea gigas, 
donde se encontró una respuesta similar tras una infección por Vibrio sp 
(Labreuche et al., 2006). 
La respuesta molecular de los hemocitos fue diferente para cada estímulo 
analizado, sugiriendo que los hemocitos son capaces de discriminar entre varios 
patógenos, aún cuando apenas existen datos sobre receptores celulares y cascadas 
de transducción de señales específicas (Barcia et al., 1999; Betti et al., 2006). Se 
conoce muy poco acerca de cómo responden los hemocitos de mejillón tras el 
reconocimiento de un determinado patógeno. Sin embargo, en otros invertebrados 
como Drosophila, se ha demostrado un comportamiento diferente entre una 
estimulación por Gram-positivas o por Gram-negativas, debido a la presencia de 
dos vías de activación distintas. Una de ellas, conocida como vía Toll, está 
implicada en las infecciones por hongos y por bacterias Gram-positivas, mientras 
que la vía Imd se activa tras el reconocimiento de bacterias Gram-negativas 
(Hoffmann y Reichhart, 2002). La primera de ellas tiene características similares a 
la cascada de señales desencadenada tras la activación del receptor de la IL-1 y de 
los TLRs presentes en mamíferos. La Imd, por su parte está relacionada con la 
cascada provocada por la activación del receptor del TNF (Ferradon et al., 2007). 
La vía Toll tiene como etapa final la activación del factor de transcripción NF-κB, 
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el cual está implicado en la activación del promotor de varios genes inmunes e 
implicados en procesos inflamatorios (Wang et al., 2006).  
Nuestros resultados revelaron que los AMPs Miticina C y mitilina B se 
expresan con más efectividad tras la estimulación con una bacteria Gram-positiva 
como M. lysodeikticus, sugiriendo que debe de existir un mecanismo similar a la 
vía Toll, implicado en la expresión de estos péptidos. En Drosophila, la región 
promotora de los AMPs posee un sitio de unión para el NF-κB, siendo 
precisamente estos elementos específicos quienes dirigen y coordinan su síntesis 
tras una estimulación bacteriana (Kim y Kim, 2002). Hasta la fecha, no existen 
evidencias de la existencia de factores implicados en la activación de la expresión 
de AMPs en mejillón. Sin embargo, análisis previos realizados mediante Northern-
Blot en el mejillón del Mediterráneo, revelaron que las mitilinas en general, y la 
mitilina B en particular, reducen su expresión a las 6h post-infección (Mitta et al., 
2000a; Mitta et al., 2000b). Nuestros datos mostraron que la máxima expresión de 
la mitilina B fue a las 3h post-infección, observándose un descenso a partir de ese 
punto. Puntos de muestreo superiores a las 6h podrían haber mostrado una 
inhibición con respecto al control de acuerdo con lo previamente publicado. 
Además, la bacteria inoculada en el caso del análisis hecho por Mitta et al., fue 
Vibrio algynolyticus y la posible existencia de diferentes cascadas de activación en 
función de la clase de bacteria podría explicar los resultados de activación de la 
expresión presentados en este capítulo. En otro estudio llevado a cabo más 
recientemente por Cellura et al. (2006) se analizó la expresión de la mitilina B tras 
una estimulación con M. lysodeikticus, a tiempos más cortos de muestreo, 
observándose nuevamente un descenso en la expresión. Estos datos de inhibición 
de la expresión de la mitilina, no coinciden con los resultados mostrados en este 
capítulo, donde la bacteria Gram positiva fue capaz de incrementar 
significativamente la expresión de los AMPs a las 3h post-infección. Además, la 
mitilina B no fue el único AMP en el que se detectó un aumento en la expresión 
tras la estimulación con la bacteria Gram positiva, ya que también se encontraron 
 202
                                                            Estudio de la respuesta inmune funcional y molecular. 
incrementos en la Miticina C. Los datos publicados en mejillón hasta la fecha se 
obtuvieron tras una inoculación in vivo, sin embargo los resultados mostrados en 
este capítulo se detectaron tras los análisis in vitro, y el efecto directo del estímulo 
con las células podría mostrar efectos diferentes, tal y como se ha explicado 
previamente (Cellura et al., 2007).  
La lisozima es una hidrolasa con actividad lítica contra el peptidoglicano 
bacteriano. Recientemente, se han realizado ensayos funcionales con una proteína 
recombinante en vieira que revelaron que la actividad de esta enzima es más 
potente contra bacterias Gram-positivas que contra Gram-negativas (Zhao et al., 
2007b). A diferencia de los AMPs, la expresión de la lisozima se incrementó tras la 
estimulación con bacteria Gram-negativa (datos estadísticamente no significativos), 
teniendo también un pico máximo de expresión a las 3h post-inoculación. Se sabe 
que los hemocitos almacenan la lisozima en el interior de gránulos citoplasmáticos 
(Pipe, 1990) y estas reservas celulares podrían actuar con más eficiencia contra las 
bacterias Gram-positivas y eliminar más partículas que en el caso de las Gram-
negativas. Así, las Gram-negativas serían más resistentes y podrían estimular la 
activación transcripcional de la lisozima. A pesar de que existe una amplia 
bibliografía sobre la lisozima en mejillón, la mayoría de los estudios que se han 
llevado a cabo se centran en análisis funcionales, siendo muy escasa la información 
que existe sobre su expresión génica. Además de la mayor resistencia de las 
bacterias Gram-negativas a la lisozima, hay más estudios que podrían refrendar 
nuestros datos. En los camarones Penaeus monodon y Litopenaeus vannamei, se 
observó un aumento de la expresión diferencial de lisozima tras una infección con 
V. harveyi y V. campbelli respectivamente (Somboonwiwat et al., 2006; Burge et 
al., 2007), sugiriendo que no sólo se liberan las reservas presentes en el citoplasma 
tras una infección por una bacteria Gram-negativa, sino que también se sintetizan 
nuevas moléculas.  
Las ficolinas son proteínas que pueden reconocer microorganismos 
jugando un papel primordial en el sistema inmune innato (Fujita et al., 2004) y 
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activando la cascada del complemento por medio de la vía de las lectinas 
(Matsushita, 2002). Tanto las estimulaciones llevadas a cabo in vitro como las 
infecciones in vivo, provocaron incrementos de la expresión de este gen. Estos 
resultados coinciden con lo que ya se ha mostrado en el Capítulo I de la presente 
memoria, donde la estimulación con una mezcla de bacterias produjo la síntesis de 
ESTs con homología a ficolina, sugiriendo que la expresión de estas moléculas se 
encuentra modulada por este tipo de estímulos o por algún PAMP presente en la 
superficie de los microorganismos. Concretamente, en humanos se ha demostrado 
que las ficolinas pueden reconocer específicamente al LTA, el cual forma parte de 
la pared de las bacterias Gram-positivas (Lynch et al., 2004). La estimulación de la 
expresión de las ficolinas detectada tras el tratamiento con M.lysodeikticus, se 
puede relacionar estrechamente con el aumento significativo de su expresión tras 
una estimulación con LTA tanto in vitro como in vivo, sugiriendo que estas 
moléculas deben de tener un mecanismo de reconocimiento y activación similar al 
existente en organismos superiores.  
La expresión de la EST con un dominio homólogo al presente en el C1q 
tuvo su pico máximo de expresión tras la estimulación in vitro con M.lysodeikticus. 
El C1q es una proteína implicada en la cascada clásica de activación del 
complemento, sólo presente en vertebrados. Sin embargo, han sido varios los casos 
de moluscos donde se han detectado transcritos con dominios homólogos al C1q, 
como la proteína de unión a metales pesados o las ESTs con homología al gen del 
manto, presentes en los resultados mostrados en el Capítulo I; la adiponectina 
(Prado-Álvarez et al., 2008) o la precerebelina (Jenny et al., 2002). La coincidencia 
en la estructura tridimensional entre el C1q de vertebrados y la ficolina en 
invertebrados (Fujita et al., 2004; Gaboriaud et al., 2007), así como una regulación 
de la expresión génica relativamente similar según los resultados mostrados, hace 
pensar que estas dos moléculas pueden estar relacionadas evolutivamente.  
Se analizó la expresión génica tras la estimulación con distintos PAMPs 
del resto de los genes seleccionados. La máxima respuesta se obtuvo a las 3h post-
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inoculación, coincidiendo con el punto de respuesta máxima detectada para la 
estimulación bacteriana. Entre todos los PAMPs analizados, el LPS resultó ser el 
inmunoestimulante más potente para todos los genes analizados in vitro excepto 
para la ficolina que se activa por LTA tal y como hemos mostrado previamente. El 
papel del LPS como activador del sistema inmune ha sido ampliamente demostrado 
desde mamíferos a bivalvos (Ulevitch y Tobias, 1995; Cao et al., 2004a). Además, 
en algunos organismos se ha demostrado la existencia de unos receptores con 
homología a los receptores Toll presentes en Drosophila, conocidos como TLRs. 
Estas moléculas son capaces de actuar como PRRs y reconocer a diferentes 
PAMPs. El domino extracelular de estas moléculas puede reconocer PAMPs y el 
motivo intracelular se asocia con otras proteínas para activar una cascada de 
transducción de señales que, en último término activa al NF-κB (Uematsu y Akira, 
2006). La activación de este factor de transcripción induce la síntesis de moléculas 
con implicación inmune, entre ellas los AMPs, tal y como se ha explicado 
previamente. Hasta la fecha, no se ha identificado ningún TLR en mejillón aunque 
sí en otros moluscos como la vieira donde su expresión se ve regulada por LPS 
(Qiu et al., 2007). Pese a no estar caracterizados, se ha detectado la presencia de 
ESTs con homología a TLRs en la ostra americana y en la vieira de bahía (Tanguy 
et al., 2004; Song et al., 2006a). La presencia de estos TLRs en especies cercanas 
filogenéticamente sugiere que deben de estar presentes también en la especie 
objeto de nuestro estudio, Mytilus galloprovincialis. 
En resumen, en este capítulo se examinaron los mecanismos funcionales y 
moleculares por los cuales los hemocitos de mejillón reconocen y combaten a los 
organismos patógenos. Una investigación continuada en este campo ayudará a 
elucidar los factores que median esta interacción así como los mecanismos 
funcionales y reguladores presentes en los hemocitos de mejillón, la especie más 
importante económicamente de las cultivadas en Galicia.  
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1. INTRODUCCIÓN: 
 Los β-glucanos son polímeros glucídicos formados por unidades de β-D-
glucopiranosil unidas por enlaces β(1→3) glucosídicos y que pueden presentar 
ramificaciones mediante los mismos enlaces β(1→3) (Ensley et al., 1994; Lowman 
et al., 1998). Estos polisacáridos son el principal componente de la pared celular de 
muchos hongos (Brown y Gordon, 2003). Las propiedades beneficiosas de los 
hongos se conocen desde la antigüedad pero el interés inmunológico por estos 
polisacáridos cobró fuerza cuando se demostró la capacidad de las levaduras para 
inactivar el complemento del suero. Esto permitió purificar un componente 
insoluble de la pared celular, el zimosán, que posteriormente fue utilizado para 
descubrir la vía alternativa de activación del complemento (Brown y Gordon, 
2003). El estudio de la composición del zimosán demostró que está formado por 
mananos, quitinas, proteínas, lípidos y β-glucanos, siendo estos últimos, los 
componentes biológicamente activos. 
 El sistema inmune innato es capaz de reconocer una amplia variedad de 
Patrones Moleculares Asociados a Patógenos (PAMPs) (Medzhitov y Janeway, 
1997). Este reconocimiento se lleva a cabo por receptores conocidos como 
Receptores de Patrones de Reconocimiento (PRRs) los cuales al unirse al ligando, 
desencadenan una respuesta inmune. La pared celular de levaduras, entre otros, 
está considerada como PAMP (Medzhitov y Janeway, 1997) y en consecuencia su 
principal componente, los β-glucanos.  
 Los efectos de los β-glucanos como inmunoestimulantes se han 
demostrado en varias especies tanto de vertebrados como invertebrados (Aderem y 
Ulevitch, 2000). Estas moléculas son capaces de modular la respuesta inmune 
aunque los efectos dependen del peso molecular y del grado de ramificación 
(Brown y Gordon, 2003). En mamíferos, los β-glucanos pueden activar la 
producción de citoquinas como la IL-1, la IL-6, la IL-8 y el TNF-α (Wouters et al., 
2002; Young et al., 2001), estimular la proliferanción de monocitos y macrófagos 
en ratón (Patchen y Lotzova, 1980) y potenciar el sistema inmune contra el 
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desarrollo de tumores (Ross et al., 1999; Hong et al., 2004) y contra diversos 
agentes infecciosos como bacterias, virus y hongos (Tzianabos, 2000). Además, 
son capaces de incrementar la actividad fagocítica y bactericida como se ha visto 
en peces (Santarem et al., 1997; Figueras et al., 1998; Sahoo y Mukherjee, 2002). 
El efecto de los β-glucanos en varias especies de invertebrados también se ha 
demostrado. En moluscos, pueden incrementar la producción de óxido nítrico 
(Tafalla et al., 2003) y de radicales de oxígeno (Torreilles et al., 1997; Pipe, 1992). 
En el cangrejo, Pacifastacus leniusculus, estos polisacáridos pueden aumentar la 
actividad de las enzimas profenol-oxidasa y peptidasa aunque solamente en 
presencia de la laminarina (Duvic y Söderhall, 1990). En la lombriz de tierra, 
Eisenia foetida, las moléculas de glucanos unidas mediante enlaces β(1→3) pueden 
unirse a una proteína del celoma conocida como factor citolítico celómico (CCF-1) 
y activar la cascada de la profenol-oxidasa (Beschin et al., 1998). En el camarón 
Penaeus monodon, se ha observado una elevada tasa de superviviencia al virus del 
síndrome de la mancha blanca (WSSV) así como un incremento en la producción 
del anión superóxido tras el tratamiento con β-glucanos (Chang et al., 2003; 
Campa-Córdova et al., 2002). También se ha demostrado el papel de los β-
glucanos en el aumento de los efectos antibacterianos en especies como 
Drosophila, donde se ha visto que el pre-tratamiento con β-glucanos procedentes 
de algas es capaz de aumentar la expresión del péptido antimicrobiano cecropina 
(Vetvicka y Sima, 2004).  
 A pesar de que los bivalvos se cultivan ampliamente a lo largo del mundo 
con la consecuente repercusión económica que ello conlleva, el conocimiento sobre 
la respuesta inmune en respuesta a infecciones con organismos patógenos o con 
estímulos antigénicos es muy limitado. En el Capítulo IV se ha mostrado que, de 
todos los PAMPs utilizados, el único que lograba producir incrementos en la 
producción de radicales de oxígeno fue el zimosán, siempre y cuando la respuesta 
hubiese estado mediada por PMA. Sin embargo, cuando la respuesta se mediaba 
por zimosán se apreciaba una inhibición que indicaba la existencia de una posible 
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saturación de la respuesta. En este capítulo se ha llevado a cabo un estudio más 
pormenorizado del principal componente del zimosán, los β-glucanos, para intentar 
elucidar cuales son los verdaderos mecanismos de producción de esta activación-
saturación.  
Además, también se ha realizado un estudio comparativo entre la especie 
utilizada a lo largo de todos los capítulos de la presente memoria, Mytilus 
galloprovincialis, y otra especie de bivalvos con interés acuícola en Galicia, la 
almeja fina, Ruditapes decussatus.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS: 
 
2.1. Animales: 
Los ejemplares de mejillón del Mediterráneo (Mytilus galloprovincialis) y 
de almeja fina (Ruditapes decussatus) se obtuvieron de depuradora comercial de 
mariscos (Mariscos Ría de Vigo, S.L.) situada en la Ría de Vigo. El mantenimiento 
y aclimatación de los animales fue el mismo que el descrito en la sección 2.1 de 
Materiales y Métodos del Capítulo I. 
 
2.2. Tratamientos in vitro e in vivo con β-glucanos: 
 Para determinar los efectos in vivo de los β-glucanos sobre las funciones 
inmunes de las dos especies de bivalvos, se establecieron grupos de 14 animales 
cada uno, a los cuales se les inoculó intervalvarmente (i.v.) 100 μl de una de las 
siguientes dosis de β-glucanos (Bioteck. Mackzymal): 0,05, 0,1, 0,5, y 1mg/ml, o 
un volumen equivalente de FSW (controles). Todos los individuos se mantuvieron 
fuera del agua durante 20-30 min. antes y después de la inyección. Cada grupo de 
animales se mantuvo individualmente en tanques con aireación hasta el momento 
del muestreo (24 y 48 horas post tratamiento). La hemolinfa se extrajo del músculo 
aductor posterior y el volumen resultante de la extracción de cada cuatro animales 
se agrupó para formar un grupo. La concentración de células se ajustó a 2 x 106 
células/ml con FSW y se dispensó en placas de 96 pocillos para realizar los 
ensayos. También se llevaron a cabo experimentos in vitro, donde los cultivos 
primarios de hemocitos se incubaron con diferentes dosis β-glucanos. En cada 
experimento se utilizaron 4 grupos de 3-4 animales cada uno. 
En ambos casos (experimentos in vitro e in vivo) se determinó el efecto de 
los β-glucanos en la producción de radicales de oxígeno y nitrógeno tal y como se 
describe en las siguientes secciones.  
Todos los ensayos se realizaron a 15ºC.  
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2.3. Estallido respiratorio de hemocitos de mejillón: 
La actividad respiratoria de los hemocitos se determinó tal y como se ha 
descrito en el apartado 2.4 de la sección de Materiales y Métodos del Capítulo IV. 
Para cada experimento individual se utilizaron varios grupos y todas las medidas se 
hicieron por triplicado para cada tratamiento.  
Según la experiencia de nuestro laboratorio, la quimioluminiscencia (QL) 
en la almeja es muy baja y variable comparada con otros bivalvos, no detectándose 
en algunas ocasiones (Novoa, datos no publicados). Por lo tanto, los estudios de 
estallido respiratorio se llevaron a cabo sólo en mejillón. En este estudio, los 
efectos de los β-glucanos en la QL de los hemocitos de mejillón se analizaron tanto 
in vitro como in vivo para determinar: 
a) Su efecto directo sobre el estallido respiratorio de los hemocitos in vitro 
para determinar si por sí solos podrían desatar esta función (triggering).  
b) Su efecto directo sobre el estallido respiratorio mediado por PMA o por 
zimosán sobre los hemocitos in vitro (añadiendo los diferentes estímulos al mismo 
tiempo). 
c) Su efecto directo sobre el estallido respiratorio mediado por PMA o por 
zimosán sobre los hemocitos después de una preincubación de 2h.  
d) Su efecto sobre el estallido respiratorio mediado por PMA o por 
zimosán tras un tratamiento in vivo de 24 y 48 h.  
 
2.4. Análisis de la producción de NO en hemocitos de mejillón y almeja: 
 La producción de NO se determinó mediante la reacción de Griess (Green 
et al., 1982) tal y como se describe en el apartado 2.5 del Capítulo IV.  
 Este análisis se llevó a cabo tanto in vitro como in vivo para las dos 
especies estudiadas. Los efectos in vitro de los β-glucanos sobre la producción de 
NO se terminó tras la incubación de la hemolinfa con diferentes dosis de β-
glucanos durante 2, 4 y 24 h. Los efectos in vivo se determinaron tras 24 y 48h 
después de la inoculación de los animales con diferentes dosis de β-glucanos. 
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2.5. Ensayos de actividad bactericida: 
 Para determinar la influencia de los β-glucanos sobre la actividad 
bactericida de los mejillones y almejas, se dispensó en una placa de 96 pocillos 100 
μl de cada una de las siguientes soluciones de bacterias: Vibrio algynolyticus (cepa 
TA15) (109 células/ml), Vibrio splendidus (cepa TA2) (109 células/ml) y 
Escherichia coli (cepa ATCC 13706) (109 células/ml). A estas soluciones 
bacterianas se le añadieron otros 100 μl de hemolinfa de mejillones y almejas 
previamente tratados durante 24h con varias dosis de β-glucanos (0,05, 0,1, 0,5 y 1 
mg /ml) o 100 μl de hemolinfa tratada con FSW (controles). Además, como control 
positivo y negativo del crecimiento de la bacteria se añadieron 100 μl de Caldo de 
Soja Triptona (TSB) o Tampón Fosfato Salino (PBS) respectivamente. Justo 
después de añadir las soluciones de hemolinfa y controles, se midió la D.O. con un 
espectrofotómetro multiscan (Labsystems) a 620 nm. y tras una incubación de 16h 
de las placas a temperatura ambiente se volvió a medir la D.O. para calcular el 
índice de crecimiento de las bacterias. 
 
2.6. Estadística: 
 Todos los experimentos, tanto in vitro como in vivo se repitieron como 
mínimo 3 veces usando 4 grupos de varios individuos cada uno para cada ensayo. 
Los datos se analizaron mediante el test t de Student. Los resultados se 
representaron como la media ± la desviación estándar y las diferencias se 
consideraron estadísticamente significativas con un valor de p ≤ 0,05. 
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3. RESULTADOS: 
3.1. Efecto de los β-glucanos en el estallido respiratorio de hemocitos de mejillón: 
 Tras estudiar el efecto directo de diferentes dosis de β-glucanos sobre el 
triggering del estallido respiratorio se detectaron aumentos significativos en la 
respuesta de los hemocitos tratados con β-glucanos con respecto a los controles. El 
efecto parece ser dependiente de la concentración y, en algunos experimentos 
realizados, la dosis de 0,05 mg /ml no llegó a producir incrementos significativos. 
Sin embargo, dosis mayores siempre mostraron este comportamiento (Figuras 5.1 y 
5.2; barras azules). El efecto de los β-glucanos en el triggering del estallido 
respiratorio, se comparó con el producido cuando la respuesta está mediada por 
zimosán (Figura 5.1) o por PMA (Figura 5.2). Esta combinación de estímulos 
también se midió para evaluar la posible existencia de efectos sinérgicos o 
antagónicos. El efecto combinado entre el zimosán y los β-glucanos no parece 
comportarse de un modo sinérgico, ya que cuando los hemocitos se estimulan con 
zimosán y altas dosis de β-glucanos al mismo tiempo, se aprecia una fuerte 
inhibición de la respuesta (Figura 5.1).  
 
Concentración de β -glucanos(mg/ml)
0
0,001
0,002
0,003
0,004
0,005
0,006
0,007
0 0,05 0,1 0,5
ur
l
β-Glucanos β-Glucanos + zimosán
*
*
* *
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.1. Efecto in vitro de diferentes dosis de β-glucanos sólo (barras azules) o en 
combinación con zimosán (barras amarillas). Se representan las medias de grupos ± DE 
(n=3). Los valores estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
 Resultados 
Sin embargo, el tratamiento de los β-glucanos con el PMA produce un 
efecto sinérgico entre ambos estímulos, que se aprecia con más claridad cuando las 
dosis de los β-glucanos son elevadas (Figura 5.2).  
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Figura 5.2. Efecto in vitro de diferentes dosis de β-glucanos sólo (barras azules) o en 
combinación con PMA (barras amarillas). Se representan las medias de grupos ± DE (n=3). 
Los valores estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
 
 
3.2. Efecto del pre-tratamiento in vitro e in vivo con β-glucanos sobre el estallido 
respiratorio mediado por zimosán y PMA en hemocitos de mejillón: 
 Se determinó el efecto de la incubación in vitro de hemocitos de mejillón 
con β-glucanos durante 2h en el estallido respiratorio mediado por zimosán y 
PMA. Los efectos inmunoestimuladores del zimosán se redujeron cuando los 
hemocitos se trataron previamente con β-glucanos, siendo este efecto inhibidor 
dosis dependiente: altas dosis de β-glucanos producen un mayor efecto inhibidor. 
Por el contrario, los efectos del PMA sobre la QL aumentaron significativamente 
tras una pre-incubación con β-glucanos mostrando una modulación positiva de la 
respuesta (Figura 5.3). El tratamiento in vivo con β-glucanos también produce una 
modulación en la respuesta de los hemocitos. A pesar de que los β-glucanos por sí 
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mismos o en combinación con PMA no son capaces de producir ningún cambio 
significativo con respecto al control (datos no mostrados), sí que se detectaron 
aumentos significativos cuando la respuesta estuvo mediada por el zimosán, 
aunque sólo con dosis intermedias de β-glucanos (0,1 mg/ml) (Figura 5.4). 
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Figura 5.3. QL producida por los hemocitos de mejillón en respuesta al zimosán y al PMA 
tras 2h de incubación in vitro con β-glucanos. Se representan las medias de grupos ± DE 
(n=3). Los valores estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
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Figura 5.4. QL producida por los hemocitos de mejillón en respuesta al zimosán y al PMA 
tras 2h de incubación in vitro con β-glucanos. Se representan las medias de grupos ± DE 
(n=3). Los valores estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
 217
 Resultados 
3.3. Producción de óxido nítrico: 
 Altas concentraciones de β-glucanos produjeron aumentos significativos en 
la producción de NO en hemocitos de mejillón tras un tratamiento in vitro (Figura 
5.5). En almeja, también se produjo un aumento de la producción de NO pero a 
dosis intermedias. Sin embargo, a dosis altas se observó una reducción 
estadísticamente significativa que se apreció más claramente tras 2h de tratamiento 
in vitro (Figura 5.6).  
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Figura 5.5. Producción de NO por hemocitos de mejillón tras 2 y 24h de tratamiento con β-
glucanos in vitro. Se representan las medias de grupos ± DE (n=3). Los valores 
estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
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Figura 5.6. Producción de NO por hemocitos de almeja tras 2 y 4h de tratamiento con β-
glucanos in vitro. Se representan las medias de grupos ± DE (n=3). Los valores 
estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
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 El tratamiento in vivo con β-glucanos tanto en hemocitos de mejillón como 
almeja produjo un pequeño, aunque significativo, aumento en la producción de NO 
(Figuras 5.7 y 5.8). Incubaciones más prolongadas en el tiempo de los hemocitos 
con β-glucanos no produjeron un resultado claro y repetitivo (datos no mostrados). 
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Figure 5.7. Producción de óxido nítrico en mejillón tras 24 horas de tratamiento in vivo con 
diferentes dosis de β-glucanos. Se representan las medias de grupos ± DE (n=3). Los 
valores estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
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Figure 5.8. Producción de óxido nítrico en almeja tras 24 horas de tratamiento in vivo con 
diferentes dosis de β-glucanos. Se representan las medias de grupos ± DE (n=3). Los 
valores estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un asterisco (*). 
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3.4. Actividad bactericida: 
 La tasa de crecimiento de dos cepas de Vibrio y una de E.coli, se redujo 
significativamente por debajo del control, cuando las soluciones bacterianas se 
incubaron con hemolinfa de almeja tratada previamente con β-glucanos in vivo 
(Figura 5.9). Las dos cepas de Vibrio analizadas, V. algynolyticus (cepa TA15) y V. 
splendidus  (cepa TA2) mostraron un comportamiento similar ya que ambas fueron 
capaces de crecer en TSB o en la hemolinfa de almejas control. Sin embargo, la 
incubación con hemolinfa previamente tratada con β-glucanos produjo inhibiciones 
significativas en su crecimiento. E.coli mostró una menor capacidad de crecimiento 
en hemolinfa, tanto de almejas tratadas como controles y este efecto también se 
observó en TSB. En el caso del mejillón, la hemolinfa de animales tratados no 
afectó significativamente al crecimiento de las bacterias (datos no mostrados).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0,6
0,8
1
1,2
1,4
1,6
1,8
2
TA2 TA15 E.coliÍn
di
ce
 d
e 
cr
ec
im
ie
nt
o 
(D
.O
. t
=1
6/
 t=
0)
Gluc 0 Gluc 0,05 Gluc 0,1 Gluc 0,5 PBS TSB
** *
*
*
* *
* * *
* *
 
 
Figure 5.9. Índice de crecimiento de V. splendidus  (cepa TA2), V. algynolyticus (cepa 
TA15) y E.coli tras 16h en hemolinfa de almeja pre-tratada con β-glucanos in vivo. Control 
positivo del experimento: TSB y control negativo: PBS.  Se representan las medias de 
grupos ± DE (n=3). Los valores estadísticamente significativos (p ≤ 0,05) se indican con un 
asterisco (*). 
 
 220
                                                                     Efecto de los β-glucanos en la respuesta inmune 
 221
4. DISCUSIÓN: 
 Es bien conocido que los hemocitos en invertebrados juegan un papel 
primordial en el sistema inmune, ejerciendo funciones similares a los macrófagos 
en vertebrados. Estas células poseen, entre sus mecanismos de defensa, una serie 
de elementos humorales que les permiten luchar contra organismos patógenos. La 
liberación de radicales tóxicos, como los de oxígeno (Pipe et al., 1992; Torreilles et 
al., 1996; Ordás et al., 2000b) o nitrógeno (Torreilles y Romestand, 2001; Tafalla 
et al., 2003; Villamil et al., 2007), son algunos de ellos y mediante ellos el 
hospedador puede mediar su respuesta a una infección. En el presente capítulo se 
ha mostrado como los β-glucanos son capaces de modular la actividad de los 
hemocitos de dos especies de bivalvos diferentes. Además, los β-glucanos pueden 
actuar sinérgica o antagonistamente con otros estímulos influyendo en la respuesta 
global de la célula.  
 Con respecto a la producción de radicales de oxígeno, solamente se usó el 
mejillón como especie para determinar el efecto de los β-glucanos sobre el estallido 
respiratorio ya que las almejas no parecen presentar una liberación fácilmente 
cuantificable de estos intermediarios de oxígeno. Tan sólo en dos especies de 
almeja se ha podido detectar la liberación de estos radicales. En la almeja japonesa, 
Ruditapes philippinarum, se detectó la producción intracelular del anión 
superóxido utilizando la reducción del NBT (Cima et al., 2000) y en la almeja 
americana, Mercenaria mercenaria, se pudo determinar mediante métodos basados 
en la citometría de flujo (Buggé et al., 2007). En nuestro caso se ha utilizado la QL 
incrementada por luminol, una herramienta de medida cuya sensibilidad se 
encuentra a medio camino entre los dos métodos previamente descritos. Es más 
sensible que la basada en el NBT ya que permite la cuantificación simultánea de la 
producción de ROS tanto intra como extracelular (Adema et al., 1991), pero es 
menos sensible que la citometría de flujo. Basándonos en esta técnica previamente 
puesta a punto en nuestro laboratorio y tal como se ha usado previamente en otras 
especies de bivalvos (Ordás et al., 2000b) no fuimos capaces de detectar un 
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estallido respiratorio en almeja fina, acorde con lo publicado por otros autores 
(Anderson, 1994). Quizá, la utilización de técnicas más sensibles como la 
citometría de flujo ayude a detectar esta actividad asociada con la fagocitosis en 
Ruditapes decussatus tal y como se ha descrito para el mejillón (García-García et 
al., 2008) 
 Los β-glucanos fueron capaces de desatar significativamente la producción 
de radicales de oxígeno en hemocitos de mejillón de un modo muy similar a los 
efectos previamente descritos del zimosán (Pipe, 1992; Torreilles et al., 1996; 
Ordás et al., 2000b; García-García et al., 2008) y tal como se ha descrito para otras 
especies (Sahoo y Mukherjee, 2002; Ortuño et al., 2002; Campa-Córdova et al., 
2002). También se observó un efecto sinérgico en la respuesta cuando los β-
glucanos se administraron al mismo tiempo que el PMA. Curiosamente, cuando la 
respuesta estuvo mediada por el zimosán, no sólo no se observó la sinergia sino 
que se pudo apreciar un efecto antagónico, detectándose una inhibición de la 
liberación de radicales de oxígeno.  
 Los β-glucanos son el principal componente del zimosán y representan su 
constituyente biológicamente activo. En peces, ya se ha descrito el efecto de los β-
glucanos sobre el estallido respiratorio (Figueras et al., 1998; Ortuño et al., 2002) 
así como sobre la capacidad fagocítica (Misra et al., 2006). Sin embargo, hasta 
donde sabemos, no se conoce cuales pueden ser los efectos de los β-glucanos sobre 
los hemocitos de los moluscos bivalvos, y en consecuencia, sobre las actividades 
de su sistema inmune.  
 En vertebrados, se ha visto que el TLR-2 es capaz de reconocer a partículas 
de zimosán (Underhill et al., 1999; Sato et al., 2003) y unirse al TLR-6 para 
inducir una respuesta basada en la producción de citoquinas (Ozinsky et al., 2000). 
Recientemente, se ha demostrado que la dectina-1 es el principal receptor de β-
glucanos en macrófagos de mamíferos (Herre et al., 2004). La interacción entre 
este receptor y su ligando es capaz de activar la producción de citoquinas (Brown 
et al., 2003). La existencia de estos receptores no se ha demostrado en moluscos 
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bivalvos hasta la fecha pero algo similar debe de estar ocurriendo. Nuestros 
resultados sugieren la existencia de una doble e independiente vía de activación por 
parte de los β-glucanos. Cuando la dosis de estos carbohidratos es alta, la respuesta 
activadora del zimosán ampliamente conocida, se reduce, llegando a mostrar 
inhibiciones estadísticamente significativas por debajo del control. Esto sugiere la 
posibilidad de una saturación del mismo receptor, debido a que los β-glucanos son 
el componente biológicamente activo del zimosán y por lo tanto poseen la misma 
estructura. Por otro lado, cuando los hemocitos se estimulan con PMA y β-
glucanos al mismo tiempo, se observan los efectos contrarios que en el caso 
anterior, apreciándose la existencia de efectos sinérgicos, lo que sugiere la 
existencia de otra vía de activación independiente a la de β-glucanos / zimosán. La 
naturaleza del zimosán es claramente diferente a la del PMA. El primero es una 
partícula polisacarídica que debe de ser ingerida para inducir el estallido 
respiratorio. Sin embargo, el PMA es una molécula lipofílica con capacidad para 
atravesar la membrana plasmática. El PMA es un éster de forbol con una estructura 
similar a la del diacilglicerol (DAG). Ambas moléculas son capaces de activar a la 
proteína quinasa C (pKC) y en consecuencia poner en marcha toda la cascada de 
transducción de señales que ocurre a posteriori. En granulocitos humanos, la 
actividad del estallido respiratorio mediada por PMA se puede inhibir utilizando 
inhibidores de la pKC, sin embargo esto mismo no ocurre en el caso del zimosán. 
Además, en el caso de la activación mediada por zimosán se requiere la presencia 
de calcio extracelular, el cual no es necesario en el caso de la respuesta inducida 
por PMA (Lunardi et al., 2006). Todos estos datos sugieren la presencia de dos 
vías diferentes de activación, lo cual explicaría los resultados previamente descritos 
en este capítulo, así como los presentados en el capítulo anterior, donde también 
apreciábamos una saturación de la respuesta en determinados casos. Sin embargo, 
se necesitan llevar a cabo más estudios para investigar los posibles mecanismos de 
saturación de estas cascadas, así como cuales son los mediadores y efectores que 
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llevan a cabo la transducción de la señal desde que el hemocito está en contacto 
con el estímulo, hasta la respuesta efectora final.  
 Los resultados mostrados también indicaron la capacidad de los β-glucanos 
para aumentar la producción de radicales de nitrógeno tanto en la almeja como en 
el mejillón. Los datos recogidos en la bibliografía sugieren que varias moléculas de 
naturaleza glucosídica y relacionadas con los β-glucanos, como pueden ser el 
zimosán o la laminarina, pueden incrementar la producción de óxido nítrico en 
moluscos bivalvos (Arumugam et al., 2000; Tafalla et al., 2003). El óxido nítrico 
se sintetiza a partir de la L-arginina por acción de las sintasas de óxido nítrico 
(NOS). Existen tres formas diferentes de estas enzimas como ya hemos comentado 
en la introducción general (Förstermann et al., 1991), pero tan sólo una de ellas es 
inducible (iNOS). Tanto en insectos como en moluscos bivalvos se han recogido 
evidencias de la existencia de una actividad inducible de las sintasas de óxido 
nítrico (Tafalla et al., 2002; Nappi et al., 2000), lo cual podría indicar que un 
mecanismo similar está presente en las dos especies de bivalvos estudiadas, con lo 
que la expresión de la iNOS vendría regulada por determinados estímulos como 
podrían ser los β-glucanos. Los resultados de producción de NO no muestran una 
relación lineal dosis-respuesta, sino que se detectó la máxima respuesta en dosis 
intermedias. Este pico máximo en dosis intermedias coincide con datos 
previamente publicados donde pequeñas dosis no provocan ningún tipo de 
estimulación y dosis demasiado altas producen una inhibición. Es por lo tanto una 
respuesta que sigue un patrón de curva donde el pico máximo aparece en 
concentraciones intermedias (Figueras et al., 1997).  
 Los datos obtenidos con respecto a la actividad bactericida revelaron que la 
hemolinfa de almeja tratada con β-glucanos es capaz de reducir el crecimiento 
bacteriano. Sin embargo, la hemolinfa procedente de mejillones tratados no 
presentó la misma actividad. En los últimos años se han descrito varias clases de 
péptidos antimicrobianos en el mejillón del Mediterráneo: defensinas, mitilinas y 
miticinas (Mitta et al., 1999a; 1999b; 2000a; 2000b). Además, en el Capítulo II de 
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esta memoria se ha descrito una nueva clase de miticina (Miticina C). La elevada 
variabilidad encontrada junto con su expresión temprana y la ubicuidad en distintos 
tejidos potencia la hipótesis de la existencia de una expresión constitutiva. A pesar 
de que en la almeja también se han descrito péptidos antimicrobianos (Gestal et al., 
2007), la abundancia y variabilidad encontrada es significativamente menor que en 
el caso del mejillón. Además, así como la producción de radicales de oxígeno está 
ampliamente estudiada y recogida en el caso del mejillón, en almeja esta respuesta 
parece ser menor en relación con otros bivalvos (Novoa, datos no publicados). Esta 
aparente baja respuesta que se detecta en el caso de almeja (ROIs, AMPs) contrasta 
con el hecho de que, en nuestros experimentos, sea esta especie precisamente quien 
demuestre la existencia de actividad bactericida y no el mejillón, por lo que deben 
de existir otros mecanismos distintos de los citados, que provoquen la reducción 
del crecimiento bacteriano.  
 Otro posible mecanismo implicado en procesos antibacterianos es la acción 
de la lisozima, la cual se ha descrito en varias especies de bivalvos. En concreto, la 
actividad lisozima se ha detectado en almeja y mejillón, entre otros (Ordás et al., 
2000a; Olsen et al., 2003; Paillard et al., 2004; Santarem et al., 1994; Allam et al., 
2000). Aunque se han descrito actividades lisozima y antibacterianas en varias 
especies de bivalvos, tanto en el suero de poblaciones naturales como infectadas, 
no se ha detectado una correlación significativa entre la concentración de lisozima 
en el suero y la actividad bactericida. Sin embargo, las dos cepas de Vibrio (V. 
algynolyticus y V. splendidus) utilizadas para los ensayos de actividad bactericida 
en este capítulo se han asociado con mortalidades en almeja fina (Gómez-León et 
al., 2005) y hasta donde sabemos, no existen datos que las relacione con 
mortalidades en el caso del mejillón. De todos modos, se necesitan realizar más 
estudios para poder comprobar si esta asociación se encuentra relacionada con la 
modulación de la actividad bactericida detectada en almeja. La falta de resultados 
estadísticamente significativos de reducción del crecimiento de las bacterias en el 
caso del mejillón, podría ser debida a que ya en los mejillones control se 
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encuentran componentes con actividad antimicrobiana. Relacionando este resultado 
funcional con todos los resultados moleculares acerca de la variabilidad de la 
Miticina C presentados en los capítulos anteriores, se podría especular diciendo 
que, ya en condiciones basales, el mejillón es capaz de producir una mayor 
respuesta inmune que en el caso de la almeja. Las moléculas responsables de este 
permanente estado de “alerta” podrían ser los AMPs, concretamente la Miticina C. 
Su enorme variabilidad y su expresión constitutiva, ubicua y desde primeras etapas 
del desarrollo indican este hecho. Sería precisamente este estado existente en 
condiciones basales quien podría explicar el hecho de la carencia de mortalidades 
masivas no detectadas incluso tras la realización de infecciones experimentales 
realizadas con diferentes patógenos (Figueras, datos no publicados).  
 Es sorprendente comprobar como dos especies de moluscos bivalvos 
aparentemente próximas en la escala evolutiva, responden a un mismo estímulo 
externo de una manera tan diferente. A pesar de que los resultados de este estudio 
comparativo parecen sugerir que el mejillón del Mediterráneo, posee unos 
mecanismos de respuesta más potentes que en el caso de la almeja, todavía es 
pronto para poder concluirlo. Estudios más pormenorizados acerca de esta aparente 
carencia de modulación en el mejillón asociada a su constante estado de alerta, así 
como la presencia de la misma en el caso de la almeja ayudarán a conocer los 
mecanismos diferenciales de respuesta a estímulos que existen en cada una de las 
especies de bivalvos. Además, este estudio comparativo podría revelar alguna 
información acerca de la filogenia y evolución del sistema inmune en 
invertebrados.  
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CONCLUSIONES FINALES: 
 
1ª.  La técnica de la SSH resultó ser más eficiente y sensible que la de la clonación 
por homología en la búsqueda de genes diferencialmente expresados y relacionados 
con funciones inmunes. Entre las ESTs relacionadas con mecanismos de defensa 
aparecieron transcritos con homología a lectinas, a ficolinas, al receptor FcεII de la 
IgE, proteínas de choque térmico, proteínas con dominios homólogos a C1q y 
péptidos antimicrobianos, siendo estos últimos el resultado más llamativo por su 
elevada abundancia (20 y 47,2 % en estimulados con bacteria muerta o con poly 
I:C respectivamente). 
 
2ª. El análisis de todas las secuencias obtenidas con homología a péptidos 
antimicrobianos, reveló la existencia de un gran grupo que, aunque con alta 
similitud a miticina, difería de las dos clases previamente descritas (miticina A y 
B), descubriéndose de este modo una nueva clase de péptido antimicrobiano a la 
que llamamos Miticina C.  
 
3ª.  El análisis de todas las formas diferentes obtenidas para la miticina C mostró la 
existencia de 32 formas nucleotídicas diferentes. La traducción teórica de las 
mismas produjo un total de 18 formas proteicas diferentes en los 100 individuos 
analizados. 
 
4ª.  El análisis de la miticina C de más de 100 mejillones reveló que las formas 
detectadas en cada individuo son propias y exclusivas. El único caso donde se 
encontraron secuencias compartidas fue en aquellos mejillones procedentes de los 
mismos progenitores (mejillones hermanos). Además, el estudio de la expresión en 
las gónadas maduras sugirió que la herencia de la miticina C se realiza por vía 
materna. 
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5ª. El estallido respiratorio llevado a cabo tras la estimulación con bacterias y con 
diversos PAMPs mostró una respuesta diferente en función del mediador (zimosán 
o PMA) sugiriendo una posible saturación de la misma.   
 
6ª.  La expresión de genes implicados en respuesta inmune sigue un patrón 
temporal común tras las estimulaciones in vitro, teniendo un pico máximo de 
expresión a las 3h. Sin embargo, las estimulaciones in vivo no parecen compartir el 
mismo patrón para cada uno de los genes analizados.  
 
7ª.  Los índices de expresión de los genes analizados variaron en función del 
estímulo administrado sugiriendo que los hemocitos de mejillón poseen 
mecanismos que les permiten discriminar entre distintas sustancias, activando 
probablemente, diferentes rutas de señalización.  
 
8ª.  Los β-glucanos lograron aumentar la producción de NO tanto en hemocitos de 
almeja como de mejillón. Además, en mejillón, también produjeron aumentos en la 
producción de ROIs por sí mismos y en combinación con PMA. Sin embargo, la 
combinación de β-glucanos con zimosán redujo la respuesta sugiriendo la 
existencia de una saturación. 
 
9ª. En almeja, la hemolinfa tratada con β-glucanos presentó una mayor capacidad 
bactericida que la hemolinfa control para las tres bacterias estudiadas. 
Curiosamente, ese mismo comportamiento, no se observó en el caso del mejillón.  
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                                                                                                                                  Apéndices 
ABREVIATURAS Y SIGLAS: 
 
- a.C.: Antes de Cristo. 
- ACNA: Agua Central Nor-Atlántica. 
- AMP: Siglas en inglés de AntiMicrobial Peptide = Péptido AntiMicrobiano. 
     - AN: Siglas en inglés de Accesion Number = Número de acceso al Gene Bank. 
- APD: Siglas en inglés de Antimicrobial Peptide Database = Base de datos de 
Péptidos Antimicrobianos. 
- BIR: Siglas en inglés de Baculoviral IAP Repeat = Repeticiones IAP en 
Baculovirus.  
- BLAST: Siglas en inglés de Basic Local Aligment and Search Tool . 
- ºC: Grado centígrado. 
- CCF-1: Siglas en inglés de Coelomic Cytolytic Factor 1 = Factor Citolítico 
Celómico 1. 
- cDNA: Siglas en ingles de complementary DNA = DNA complementario 
(DNAc). 
- CE: Comisión Europea.  
- cm.: Centímetro. 
- cNOS: Óxido nítrico sintasa (forma constitutiva). 
- COX: Ciclooxigenasa.  
- CpG: Islas citosina-guanina.  
- CSαβ: Siglas en inglés de Cysteine-stabilized αβ = Cisteínas estabilizadas con 
hélices-α y láminas-β. 
- Ct: Ciclo umbral. 
- DAF: Diaminofluoresceína.  
- DAF-DA: Diaminofluoresceína-diacetato. 
- DAG: Diacilglicerol. 
- DCF: Diclorofluoresceína. 
- DCFH: 2,7-diclorodihidrofluoresceína. 
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- DCFH-DA: 2,7-diclorodihidrofluoresceína-diacetato. 
- DD: Siglas en inglés de Differential Display = Manifestación diferencial.  
- DE: Desviación Estándar.  
- DEPC: Dietilpirocarbonato. 
- DG: Digoxigenina.  
- DGGE: Siglas en inglés de Denaturing Gradient Gel Electrophoresis = 
Electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante. 
- DMSO: Dimetilsulfóxido.  
- DNA: Siglas en inglés de DesoxiriboNucleic Acid = Ácido Desoxi 
RiboNucleico (ADN).  
- Dscam: Siglas en inglés de Down Syndrome Cell Adhesión Molecule = 
Molécula de Adhesión Celular del Síndrome de Down. 
- DTT: Ditiotreitol.  
- E.C: Siglas en inglés de Enzymes Commission numbers = Números de la 
comisión de enzimas.  
- EDTA: Etildietilaminoetano. 
- ELISA: Inmunoensayo acoplado a enzimas.  
- EST: Siglas en inglés de Expressed Sequence Tag = Etiquetas de secuencia 
expresadas.  
- ExoI: Exonucleasa I. 
- FAO: Siglas en inglés de Food and Agriculture Organization of the United 
Nations = Organización de Alimentos y Agricultura de las Naciones Unidas. 
- FREP: Siglas en inglés de Fibrinogen-Related Protein = Proteína relacionada 
con el fibrinógeno.  
- FSW: Siglas en inglés de Filtered Sea Water = Agua de mar filtrada.  
- FuHc: Siglas en inglés de Fusibility/Histocompatibility =  Locus de Fusión / 
Histocompatibilidad.  
- g: Constante de gravitación universal.  
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- GBP: Siglas en inglés de Glucan Binding Protein = Proteína de unión a 
glucanos.  
- G3PDH: Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. 
- h: Horas. 
- HLA: Siglas en inglés de Human Leukocyte Antigen = Antígenos de los 
leucocitos  humanos.  
- H2O2: Peróxido de hidrógeno.  
- HSC: Siglas en inglés de Heat Shock Cognate protein = Proteína cognada de 
choque térmico  
- HSP: Siglas en inglés de Heat Shock Protein = Proteína de choque térmico.  
     - HPLC: Siglas en inglés de High-Performance Liquid Chromatography = 
Cromatografía Líquida de Alta Resolución.  
- IAP: siglas en inglés de Inhibitory Apoptosis Protein = Proteína Inhibidora de 
la Apoptosis.  
- IFN: Interferón. 
- Ig: Inmunoglobulina.  
- IL: Interleuquina. 
- IL-R: Receptor de interleuquina.  
- i.m.: IntraMuscular. 
- Imd: Siglas en inglés de ImMune Deficiency = Inmuno deficiencia.  
- iNOS: Óxido nítrico sintasa (forma inducible). 
- IPTG: Isopropyl β-D-1-tiogalactopiranosido. 
- IRF: Siglas en inglés de Interferon Regulatory Factor = Factor regulador del 
interferón.  
- i. v.: IntraValvar.  
- l.: Litro. 
- LB: Luria-Bertani.  
- L-DOPA: 3,4-dihidroxifenilalanina. 
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- LITAF: Siglas en inglés de LPS-Induced TNF-Alpha Factor = Factor del 
TNFα inducido por LPS.  
- LPS: Lipopolisacárido. 
- LRR: Siglas en inglés de Leucine-Rich Repeat = Repeticiones de leucinas. 
- LTA: Ácido lipoteicoico.  
- kDa: kilo Dalton.  
- km.: Kilómetros.  
- μg: Microgramo.  
- μl: Microlitro. 
- μM: Concentración micromolar 
- M: Concentración molar.  
- MAPK: Siglas en inglés de Mitogen-Activated Protein Kinase = Proteín-
quinasa activadora de mitógenos. 
- MBL: Siglas en inglés de Mannose-Binding Lectin = Lectina de unión a 
manosa.  
- mg: Miligramo.  
- MGD: Siglas en inglés de Mytilus galloprovincialis Defensin = Defensina de 
Mytilus galloprovincialis.  
- MHC: Siglas en inglés del Major Histocompatibility Complex= Complejo 
Mayor de Histocompatibilidad. 
- min. : Minutos. 
- ml.: Mililitro. 
- mM: Concentración milimolar.  
- mRNA: Siglas en inglés de Messenger RiboNucleic Acid = ARN mensajero. 
- ms: Milisegundo. 
- NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato. 
- NBT: Siglas en inglés de NitroBlue Tetrazolium.  
- ng: Nanogramo.  
- NJ: Siglas en inglés de Neighbour-Joining.  
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- nm.: Nanómetro. 
- NMR: Siglas en inglés de Nuclear Magnetic Resonance = Resonancia 
Magnética Nuclear.  
- NO: Óxido nítrico.  
- NO2-: Nitrito. 
- NO3-: Nitrato. 
- NOS: Óxido nítrico sintasa. 
- pb: Pares de bases. 
- pKC: Siglas en inglés de Proteín Kinase C = Proteína quinasa C. 
- OD: Siglas en inglés de Optical Density = Densidad Óptica.  
- OIE: Oficina Internacional de Epizootías.  
- ONOO-: Peroxinitrito. 
- ORF: Siglas en inglés de Open Reading Frame = Marco Abierto de Lectura. 
- PAMPs: Siglas en inglés de Pathogens-Associated Molecular Patterns = 
Patrones Moleculares Asociados a Patógenos.  
- PBS: Siglas en ingles de Phosphate Buffered Saline = Tampón Fosfato Salino.  
- PCR: Siglas en inglés de Polymerase Chain Reaction = Reacción en Cadena 
de la Polimerasa.  
- PCRq: PCR cuantitativa o en tiempo real.  
- PI: Siglas en inglés de Protease Inhibitor = Inhibidor de proteasas.  
- pI: Punto Isoeléctrico.  
- PMA: Forbol-miristato acetato. 
- PO: Fenoloxidasa.  
- Poly I:C: Ácido poli-inosínico. 
- ppA: Enzima activadora de la profenol-oxidasa.  
- proPO: Profenol-oxidasa.  
- PRR: Siglas en inglés de Pattern Recognition Receptor = Receptor de 
Patrones de Reconocimiento.  
- QL: Quimioluminiscencia.  
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- ROIs: Intermediarios de Oxígeno Reactivos.  
- RNA: Siglas en inglés de RiboNucleic Acid = Ácido RiboNucleico (ARN).  
- rRNA: Siglas en inglés de ribosomal RiboNucleic Acid = Ácido RiboNucleico 
Ribosomal (ARNr). 
- RT-PCR: PCR tras una reverso transcripción.  
- s: Segundo. 
- SAP: Siglas en inglés de Serum Alkaline Phosphatase = Fosfatasa sérica      
alcalina.  
- SDS: Dodecilsulfato sódico. 
- S.L.: Sociedad Limitada.  
- SSH: Siglas en inglés de Suppression Subtraction Hybridization = 
Substracción de librerías.  
- SSC: Cloruro sódico- Citrato sódico.  
- SU: Secuencias Únicas.  
- TAE: Tris-aminometano.  
- TCR: Siglas en inglés de T-cell Receptor = Receptor de células T.  
- TGF: Siglas en inglés de Tumor Growth Factor = Factor de crecimiento 
tumoral.  
- TIR: Siglas en inglés de Toll/ IL-1 Receptor = Dominio Toll / Il-1.  
- TLR: Siglas en inglés de Toll Like Receptor = Receptor con homología a Toll. 
- TM: Siglas en inglés de TransMembrane = Dominio transmembrana.  
- Tm : Siglas en inglés de Meeting Temperatura = Temperatura de hibridación.  
- TNF: Siglas en inglés de Tumor Necrosis Factor = Factor de necrosis tumoral. 
- TSA: Siglas en inglés de Tryptone Soya Agar = Soja Triptona Agar.  
- TSB: Siglas en inglés de Tryptone Soya Broth = Soja Triptona Caldo.  
- U: Unidades de actividad enzimática.  
- UE: Unión Europea. 
- url: Unidades relativas de luminiscencia.  
- UTR: Siglas en inglés de UnTranslated Region = Región no traducida.  
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- UV: Ultravioleta.  
- V: Voltios.  
- vCRL1: Siglas en inglés de Variable Complement Receptor-Like Protein 1 = 
Proteína similar al receptor variable del complemento.  
- X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido.  
  
 
 291
Apéndices 
ESPECIES DE BIVALVOS CITADAS: 
 
- Argopencten irradians: Vieira (de Bahía). 
- Bathymodiolus azoricus: Mejillón de las Azores.  
- Corbicula fluminea: Almeja de agua dulce. 
- Chlamys farreri:  Vieira (de Alaska). 
- Crassostrea angulata: Ostra portuguesa. 
- Crassostrea gigas: Ostra japonesa.  
- Crassostrea virginica: Ostra americana. 
- Haliotis discus: Oreja de mar japonesa. 
- Haliotis tuberculata: Oreja de mar. 
- Mercenaria mercenaria: Almeja americana o chirla mercenaria. 
- Mya arenaria: Arola de arena o almeja de Can. 
- Mytilus californianus: Mejillón de California. 
- Mytilus edulis: Mejillón azul o mejillón común. 
- Mytilus galloprovincialis: Mejillón del Mediterráneo. 
- Mytilus trossulus: Mejillón del Pacífico. 
- Ostrea edulis: Ostra plana.  
- Perna viridis: Mejillón verde. 
- Pecten maximus: Vieira europea.  
- Pinctada fucata: Ostra perlera japonesa.  
- Ruditapes decussatus: Almeja fina. 
- Ruditapes phillipinarum: Almeja japonesa.  
- Saccostrea glomerata: Ostra neozelandesa.  
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